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Resumo

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria € o agente causador da mancha
bacteriana em tomate e pimentdo. Este grupo de microrganismos sofreu uma
ampla revisdo taxondmica nos Ultimos anos em fungdo da relativa
heterogeneidade dos organismos identificados como X. campestris pv. vesicatoria,
sendo demonstrada, inicialmente, a ocorréncia de dois subgrupos distintos de
organismos, denominados grupos A e B, com base em andlises de perfil de
proteinas totais, perfil de atividade enzimatica e homologia de DNA:DNA. O
presente estudo teve como objetivos a prospeccdo de marcadores moleculares
para a diferenciagéo de linhagens nos grupos A e B, atualmente classificados
como X axonopodis pv. vesicatoria e X vesicatoria, respectivamente, e de
linhagens atipicas de X. campestris pv. vesicatoria, previamente classificadas em
um grupo distinto, denominado nonA/nonB. Foram analisadas 76 linhagens,
incluindo 32 linhagens de X. campestris pv. vesicatoria isoladas no estado de Sao
Paulo, 33 linhagens-tipo e referéncia de espécies de Xanthomonas do grupo
vesicatoria e de outras espécies de Xanthomonas, 9 linhagens atipicas do grupo
nonA/nonB e linhagens-referéncia de Stenotrophomonas maltophilia e Xylella
fastidiosa. Foram realizadas analises de PCR-RFLP de regido espagadora rDNA
16S-23S e de uma regido de 1,0 Kb do gene grokL. Os resultados obtidos
demonstraram que as linhagens de X. axonopodis pv. vesicatoria e X. vesicatoria
podem ser diferenciadas através dos polimorfismos de regido espacgadora de
rDNA 16S-23S com Alu |, Dde | e Hinf | e através de polimorfismos de uma regiao
do gene groEL com Hae lll, Msp | e Rsa |. A maioria das linhagens atipicas do
grupo nonA/nonB foram agrupadas em X. axonopodis pv. vesicatoria nas analises
com os dois marcadores, com excegado de duas linhagens (XV440 e XV441), as
quais apresentaram padrao de RFLP variavel, agrupando com A ou B dependendo
da enzima de restricdo utilizada. A linhagem de X campestris pv. vesicatoria
XV441 foi recentemente descrita como uma terceira espécie de Xanthomonas
patogénica para tomate e pimentdo. Foi observada a correlagdo entre o
hospedeiro do qual a linhagem foi isolada e a espécie de vesicatoria em que
agrupa, sendo demonstrado que linhagens provenientes de pimentao séo
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predominantemente X. axonopodis pv. vesicatoria e as linhagens de X, vesicatoria
s&o predominantemente associadas a tomate. Foram ainda detectados 3 padrbes
distintos de RFLP de groEL para 3 linhagens brasileiras, sugerindo a existéncia de
grupos adicionais de X. campestris pv. vesicatoria entre os isolados brasileiros,

sendo esta a primeira descrigao de sua ocorréncia no Brasil.

Adicionalmente, analises de polimorfismo de restricdo de 19 linhagens-tipo
de espécies validas de Xanthomonas indicaram que o gene groEL € um marcador
taxondmico eficiente para o género, permitindo a diferenciagcéo entre as linhagens.
Analises filogenéticas de seqiéncias parciais de groEL de 15 dessas espécies,
confirmaram, no geral, o agrupamento obtido a partir de analises de sequéncias
de rDNA 16S, apresentando, entretanto, maior resolugdo. Esses resultados
sugerem que a utilizagdo de sequéncias de groEL como marcador filogenético
para espécies do género Xanthomonas pode ser de grande importancia, dada a
inexisténcia, até o momento, de um marcador filogenético eficiente no estudo da

filogenia do grupo.



Abstract

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria is the causal agent of bacterial leaf
spot in tomato and pepper. The taxonomy of this group of microorganisms has
been recently revised given the relatively high heterogeneity of the organisms
identified as X campestris pv. vesicatoria. The occurrence of two distinct
subgroups of organisms, named groups A and B, was demonstrated on the basis
of whole-cell protein profiles, enzymatic activity and DNA:DNA homology. The
current study aimed at the definition of molecular markers to differentiate strains
assigned to groups A and B, currently classified as X axonopodis pv. vesicatoria
and X vesicatonia, respectively, and of atypical strains of the former X campestris
pv. vesicatoria group, named nonA/nonB strains. A total of 76 strains were
analyzed, including 32 strains of X. campestris pv. vesicatoria isolated in the State
of Sao Paulo, 33 type and reference strains from different Xanthomonas species, 9
atypical nonA/nonB strains and reference strains of Stenotrophomonas maltophilia
and Xylella fastidiosa. The taxonomic and phylogenetic markers evaluated
comprised: RFLP of 16S rDNA, RFLP of 16S-23S rDNA spacer regions and
conserved region of the groEL gene. The results demonstrated that strains of X
axonopodis pv. vesicatoria and X. vesicatoria can be differentiated on the basis of
the polymorphism in the 16S-23S rDNA using Alu |, Dde | and Hinf |, and in the
conserved region of the groEL gene with Hae Ill, Msp | and Rsa |. Most of the
atypical nonA/nonB strains were grouped with X. axonopodis pv. vesicatoria in the
analyses using both markers, except for two strains (XV440 and XV441), which
presented variable RFLP patterns. It was observed a strong correlation between
the grouping of strains and the host from which they were isolated. Strains
identified as X. axonopodis pv. vesicatoria were preferably isolated from pepper
and strains which grouped with X vesicaforia were predominantly isolated from
tomato.Three distinct groEL RFLP groups were detected for 3 Brazilian strains,
suggesting the existence of additional X. campestris pv. vesicatoria groups among
the strains analyzed.



In addition, restriction polymorphisms analysis of 19 type strains of valid
Xanthomonas species suggest that the groEL gene constitutes an efficient
taxonomic marker to this genus, leading to the differentiation among the analyzed
species. Phylogenetic analysis of partial groEL sequences of 15 of the
aforementioned species corroborated the clustering originated from phylogenetic
studies of rDNA 16S sequences, the former presenting a higher resolution level.
These resuits suggest that groEL might be an important phylogenetic marker to the
genus Xanthomonas.



1. Introducao

O género Xanthomonas compreende diversas espécies de bactérias
fitopatogénicas, as quais afetam mais de 400 espécies de plantas no mundo todo,
com impacto econdmico significativo em culturas agricolas importantes.

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria € o agente causador da mancha
bacteriana em tomate e pimentdo. Este grupo de microrganismos vem sofrendo
uma ampla revisdo taxondmica nos uitimos anos em fungéo de sua importancia
econdmica e relativa heterogeneidade dos organismos alocados neste género.

Estudos recentes, empregando as técnicas de hibridizacdo DNA:DNA e
caracterizacéo do perfil de utilizagdo de fontes de carbono pelo sistema Biolog,
reclassificaram X. campestris pv. vesicatoria em duas espécies diferentes:
X. axonopodis pv. vesicatoria e Xanthomonas vesicatoria (Vauterin et al., 1995).
Estudos de taxonomia polifasica de X. campestris pv. vesicatoria confirmaram a
ampla diversidade destes organismos, com a ocorréncia de diversos sub-grupos,
além de organismos que merecem reclassificagdo taxonomica (Bouzar et al.,
1999).

A aplicacéo de técnicas de biologia molecular em estudos de sistematica
microbiana vem se intensificando nos dltimos anos, levando a definicido de novas
espécies e a revisdo das relagdes filogenéticas entre taxa de importancia
ambiental, fitossanitaria e médica. Metodologias baseadas na amplificagdo de
fragmentos de DNA genémico, através da técnica de PCR, representam uma
alternativa relativamente simples, econdmica e rapida para a analise de rotina de
grande numero de isolados. As metodologias de andlise taxondmica baseadas em
PCR mais comumente usadas sdo: RAPD, RFLP de rDNA 16S (ARDRA) e RFLP
de regides espagadoras rDNA 16S-23S.

Estudos envol\)endo a comparacdo de sequéncias de rDNA 16S entre todas
as espécies de Xanthomonas com descricdo valida (Hauben et al., 1997)
mostraram que as linhagens-tipo exibiam um grau de similaridade médio de
98.2%, correspondendo a uma diferenca média de apenas 14 nucleotideos entre



as sequéncias de rDNA 16S. Este gene nédo se constitui, portanto, em um bom
marcador taxondmico para as espécies do género Xanthomonas.

A classificacdo atual das espécies de Xanthomonas reflete as relagbes de
homologia DNA:DNA entre estes organismos, derivada do estudo de Vauterin et
al. (1995). Nesta reclassificacdo, as espécies e alguns patovares foram
reagrupadas em 20 espécies. A inexisténcia de um esquema simplificado para
identificacdo fenotipica através de testes convencionais, aliada a falta de
resolugéo do rDNA 16S, tornam dificil a identificagdo rapida e/ou confirmagéo da
identidade de organismos classificados segundo esquemas taxondmicos
praticados no passado.

Assim, o estabelecimento de marcadores taxondmicos e filogenéticos para o
género Xanthomonas, visando o seu emprego na caracterizagdo da diversidade
de linhagens e estudos de filogenia do grupo, é de grande interesse. A
identificagdo precisa de espécies bacterianas fitopatogénicas deste grupo é
fundamental para a detecgdo de patdgenos em culturas agricolas e
monitoramento epidemioldgico, permitindo a adogdo de medidas apropriadas de
controle e combate doé agentes no campo, além de permitir a detecgéo de novas

espécies e patovares de Xanthomonas fitopatogénicas.

Dessa forma, o presente estudo visou a definicho de marcadores
taxondmicos moleculares para espécies de Xanthomonas, com especial atengio
para os organismos do grupo vesicatoria, fitopatégenos de tomate e pimentao,
bem como a avaliagdo preliminar da utilizagdo destes marcadores na anélise

filogenética das espécies de Xanthomonas.

1.1. Aplicacdao de Taxonomia Polifasica na Caracterizacao de
Bactérias

Nos ultimos anos, os avangos em sistematica e taxonomia de bactérias tém
se beneficiado da utilizagdo conjunta de dados derivados do emprego de técnicas
fenotipicas, quimiotaxondmicas e moleculares em uma abordagem integrada,
denominada taxonomia polifasica. Nestes estudos, os esquemas de classificacéo
s&o corroborados por resultados dos diferentes tipos de analise, evidenciando



essencialmente classificagbes baseadas em consenso (Vandame et al., 1996;
Vauterin et al, 1995). Um resumo das principais técnicas utilizadas e
caracteristicas analisadas em sistematica bacteriana encontra-se em Busse ef al.
(1996) e o nivel de resolugcdo de algumas dessas técnicas € discutido por
Vandamme et al. (1996).

A caracterizagao fenotipica convencional de bactérias inclui a determinagao
de caracteristicas morfologicas, bioquimicas e fisiolégicas (para uma reviséo,
consultar Vandamme et al., 1996, Busse et al., 1996). De maneira geral, dados
derivados de caracterizagdo fenotipica tém sido usados para a classificagdo de
linhagens em nivel de género, espécie e infra-especifico (Busse et al., 1996;
Vandamme et al., 1996).

Diversos autores tém avaliado dados de utilizagdo de carboidratos na
classificagdo taxondmica de Xanthomonas spp., tanto através de testes
microbioldgicos classicos, como através do emprego de sistemas automatizados e
semi-automatizados, como BIOLOG e API (Busse et al.,, 1996; Stall et al., 1994;
Vauterin ef al.,, 1995). A produgéo de enzimas envolvidas na degradacido de
macromoléculas e polimeros complexos, como amilases, celulases, DNAses,
lipases, pectinases, proteases e quitinases, também tem sido um outro parametro
utilizado na caracterizagdo taxondmica de microrganismos, principaimente de
fitopatbgenos (Bouzar et al, 1994b; Stall et al., 1994). Outros métodos de
caracterizagdo fenotipica aplicados na caracterizagdo de Xanthomonas spp. e
outras bactérias incluem tipagem com anticorpos monoclonais, fagotipagem e
eletroforese de isoenzimas (Vandamme et al., 1996).

A quimiotaxonomia compreende a analise quimica de componentes celulares
microbianos, visando a determinagéo e/ou quantificacio destes e utilizagdo destas
informagbes na classiﬁcagéo e identificagcdo de micrbrganismos (Goodfellow &
O’Donnell, 1994). Os processos de analise quimiotaxondmica envolvem a
extracdo, fracionamento/purificagdo e resolugdo dos compostos quimicos de

interesse, tais como proteinas, aminoacidos, lipopolisacarideos, acidos graxos,



poliaminas e aglcares, através de métodos analiticos, como cromatografia
gasosa, liquida, em fase solida ou eletroforese.

A analise de perfis de proteinas em géis de SDS-PAGE tem sido empregada
na caracterizacdo de Xanthomonas spp. por diversos autores. Diversos trabalhos
demonstraram a utilidade deste tipo de analise no agrupamento de linhagens em
nivel de espécie e infra-especifico (Vauterin et al., 1990; Vauterin et al., 1991a,
1991b; Bouzar ef al., 1994b), além da detecgéo de bandas caracteristicas (bandas
a e B) relacionadas a proteinas especificas em algumas espécies (Bouzar ef al.,
19943, Stall et al., 1994).

Andlises de acidos graxos celulares, através da separagéo cromatografica
gasosa dos esteres metilicos (FAMES; fatty acid methyl esters), tém sido
utilizadas em estudos taxondmicos de bactérias por varios autores (revisdo em
Suzuki et al., 1993). Yang et al. (1993b) descreveram a utilizagio de perfis de
FAMEs em estudos taxondmicos de Xanthomonas spp., demonstrando que ocorre
uma grande diversidade de acidos graxos nesse taxon, tornando esse tipo de
analise uma ferramenta valiosa para estudos taxonémicos neste grupo.

Analises gendmicas de microrganismos oferecem como grande vantagem o
fato de ndo estarem sujeitas a variagGes fenotipicas, uma vez que nio se baseiam
na express&o génica e nao sofrem interferéncia direta do ambiente (Towner &
Cockayne, 1993). Os métodos moleculares mais amplamente utilizados na
caracterizacdo de bactérias envolvem andlises da organizagdo do genoma
bacteriano total, ou de localizagéo e sequéncia de genes especificos no genoma.
Os métodos empregados para este fim incluem a determinagido de homologia
DNA:DNA , polimorfismos de restrigdo e de amplificagéo.

Estudos de homologia DNA:DNA entre organismos diferentes baseiam-se
na capacidade de denaturacédo/renaturagdo do DNA. Em uma mistura de DNAs
denaturados provenientes de organismos distintos, ocorre, sob condigdes
adequadas, o repareamento das fitas e formagdo de moléculas heterélogas,
baseadas no grau de homologia das sequéncias génicas dentre os organismos
comparados. Quanto mais geneticamente relacionados forem os organismos, mais



sequeéncias de bases terdo em comum, e maior sera a formagdo de moléculas
heterdlogas (hibridas). A quantificagdo do grau de homologia se faz através da
comparacéo da formagéo de hibridos na reac&o heteréloga em relagéo as reagbes
homélogas em sistemas de hibridizagdo em solugdo ou com um dos DNAs fixado
a um suporte sélido (Towner & Cockayne, 1993; Busse et al., 1996). A principal
vantagem apresentada por este método é que este permite a definicdo de
‘espécies gendmicas”’, sendo recomendado para a classificacdo de novas
linhagens em nivel de espécie (Stackebrandt & Goebel, 1994). Considera-se como
espécie gendmica (ou espécie genética) um grupo de linhagens que apresenta
homologia de DNA de 70% ou mais em condi¢gbes 6timas de hibridizagao (Wayne
et al., 1987), com diferengca de Tm entre as hibridizagdes homélogas e heterdlogas
de 5 °C ou menor (Logan, 1994).

Em Xanthomonas, um amplo estudo incluindo homologia DNA:DNA ,
realizado por Vauterin et al. (1995), levou a reclassificagcdo do género em 20
espécies gendmicas.

A anadlise de polimorﬁsmos de restricdo (RFLP) baseia-se no principio de
especificidade de clivagem do DNA com enzimas de restricdo, de forma a gerar
fragmentos de DNA de acordo com a freqiiéncia e localizagdo de sequéncias de
reconhecimento da enzima. O padrdo de bandas resultante pode ser vizualizado
em gel de agarose por eletroforese convencional ou em eletroforese de campo
pulsado (pulsed field), dependendo do tamanho dos fragmentos gerados (Towner
& Cockayne, 1993), ou ainda através de hibridizagdo dos fragmentos do RFLP
com sondas de DNA para visualizag&o de fingerprints.

Com o desenvolvimento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction,
Saiki et al., 1985), varios métodos derivados desse principio, com as vantagens de
serem rapidos e necessitarem de pequena quantidade de material genético para
analise, vém sendo uti.lizados na classificagao e identificagdo de microrganismos.
O RFLP baseado em PCR consiste na amplificagdo de sequéncias génicas alvo
utilizando primers especificos e posterior restricdo enzimatica dos produtos

amplificados, produzindo RFLPs a serem analisados por eletroforese. Varios



genes podem ser avaliados através desta metodologia, constituindo-se em
seqléncias altamente conservadas, como o operon ribossdomico, que inclui o
rDNA16S, 23S ou regidbes espagadoras (Lane, 1991), o que consiste na
ribotipagem baseada em PCR. No presente estudo, esta metodologia foi aplicada

na caracterizacdo de Xanthomonas spp. patogénicas para tomate e piment3o.

Analises de DNA polimérfico amplificado ao acaso (RAPD) é outro método
para a tipagem gendmica de organismos, sem a necessidade de primers
especificos. O técnica consiste na utilizagdo de um unico primer, escolhido
arbitrariamente, com amplificagdo em condicdes de baixa estringéncia,
possibilitando o anelamento do primer a varias porgbes do genoma. As
sequéncias alvo espagadas no genoma e em fitas opostas serdo amplificadas por
PCR (Welsh & McClelland, 1990). O emprego desta metodologia na tipagem de
isolados tem sido util na detecgdo de variabilidade em nivel infra-especifico em
diversos grupos de bactérias, incluindo Xanthomonas spp. (Permaui, 1996, Pooler
et al., 1996, Ferreira et al., 1996).

Uma das técnicas de tipagem por PCR mais amplamente utilizada
atualmente é o chamado rep-PCR, baseado em familias de elementos repetitivos
presentes em genomas bacterianos (Lupski ef al., 1992; Versalovic ef al., 1991).
Essas sequéncias contém motivos altamente conservados, consistindo
principalmente das seqUéncias REP (repetitive extragenic palindromic elements;
Stern et al., 1984), ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus; Hulton et
al., 1991) e BOX (Martin ef al., 1992). A identificagdo de sequéncias consenso
nesses elementos perrhitiu o desenho de primers espeéiﬁcos para as sequéncias
REP e ERIC por Versalovic et al. (1991). Esses autores demonstraram que
seqiiéncias homélogas a REP e ERIC estdo presentes em géneros bastante
diversos de bactérias, especialmente gram-negativas, e que os produtos de REP e
ERIC-PCR geram padroes bastante caracteristicos, constituindo num método
potencial para ﬁngerpﬁnting de genomas bacterianos.

Posteriormente, de Bruijn (1992) demonstrou a aplicagio de perfis de REP e
ERIC-PCR no estudo de bactérias isoladas de solo, incluindo os géneros



Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Agrobacterium e membros do género
Pseudomonas, confirmando os dados de Versalovic et al. (1991) quanto a
aplicacdo desse método em analises moleculares e taxondmicas de bactérias. De
Bruijn demonstrou que até mesmo linhagens de Rhizobium altamente

relacionadas puderam ser diferenciadas com base nesse tipo de analise.

Louws et al. (1994) descreveram a utilizagao de primers de elementos REP,
ERIC e BOX-PCR em anélises de linhagens de Xanthomonas e Pseudomonas,
comprovando mais uma vez a aplicagdo desse método a diversos grupos de
bactéria em estudos taxondmicos. Esta técnica vem sendo bastante aplicada em
estudos taxondmicos do género Xanthomonas (Louws et al., 1995; Pooler et al.,
1996; Bouzar ef al., 1999).

1.2. Sistematica de Xanthomonas Dowson 1939

O género Xanthomonas tem sido objeto de varios estudos taxondmicos e
determinativos, pois compreende bactérias fitopatogénicas que ocorrem no mundo
todo e causam doengas em diversas plantas economicamente importantes
(Bradbury, 1984; Leyns et al., 1984). Xanthomonas causam doengas em pelo
menos 124 espécies de monocotiledoneas e 268 espécies de dicotileddneas,
incluindo espécies de valor comercial, como arroz, feijgdo, mandioca, algodao,
tomate, trigo, cruciferas e citricos, através de lesdes necréticas em folhas, caules
e frutos, murchas, maceracdo de tecidos (raizes) e hiperplasias, como o cancro
citrico (Leyns et al, 1984; van den Mooter & Swings, 1990). Além disso,
Xanthomonas também sao produtoras do exopolisacarideo goma xantana, de
grande aplicacdo industrial (Paul ef al., 1986).

Dados relativamente recentes de andlises de sequéncias de rDNA 16S
confirmaram que espécies do género Xanthomonas agrupam na subdivisdo gama
de Proteobacteria (Hauben ef al., 1997). As bactérias deste género estdo alocadas
no “grupo Xanthomonas®, ainda sem familia definida (NCBI, 1999, URL:
hitp://ncbi.nim.nih.gov/taxonomy). Sao bactérias Gram-negativas, apresentam-se

em forma de bastonetes, possuem flagelo polar, sdo modveis, estritamente

aerdbias e, na sua maioria, de crescimento lento. Xanthomonas sao encontradas



em associagdo com plantas ou material vegetal (Leyns et al., 1984; Agrios, 1989)
e ndo crescem em pH 4,5 ou em temperaturas de 4°C ou 37°C (Vauterin ef al.,
1995). Apresentam em sua maioria colonias de coloragdo amarelada devido a
presenca do pigmento xantomonadina. Esse pigmento € uma caracteristica
taxondmica importante devido a sua ocorréncia unica no género (Starr &
Stephens, 1964), tendo sido observado inicialmente por Starr (1944). O conteudo
de guanina+citosina (G+C) no DNA gendmico de membros deste género pode
variar de 63,2 a 69.7 mol% (Vauterin et al., 1993).

A primeira descricdo de uma bactéria que atualmente seria incluida no
género Xanthomonas foi feita por Wakker (1883), quando classificou o agente da
doenca amarela do jacinto, utilizando a denominagdo genérica de Bacterium
hyacinthi.

Posteriormente, bactérias fitopatogénicas foram agrupadas por Winslow et al.
(1917) em uma unica tribo, com dois géneros, Erwinia e Phytomonas, sendo
aceito e utilizado na publicagdo do Manual de Bergey (1923-1948). O género
Phytomonas agrupava basicamente todas as bactérias fitopatogénicas, até que,
por volta dos anos 30, Burkholder propos o desdobramento do género em diversos
grupos, devido a heterogeneidade das espécies. Dowson (1939) propods a criagdo
de novos géneros, incluindo o género Xanthomonas Dowson 1939.

Inicialmente, o género Xanthomonas Dowson (1939) apresentava 19
espécies. Burkholder e Starr (1948) levantaram a questdo da impossibilidade de
se diferenciar espécies deste género apenas por caracteristicas bioquimicas e
fisioldgicas, considerando também a especificidade aos seus hospedeiros.
Adotou-se, na época, o critério “hospedeiro novo - espécie nova’, isto é, a
identificagdo de um patégeno em um novo hospedeiro levava a sua descri¢cdo
como uma nova espécie. Com isso, a pratica em fitobacteriologia passou a ser a
de se nomear patdgenos sem estudos mais profundos sobre a taxonomia dos
microrganismos (Robbs & Rodrigues Neto, 1993).

No Manual Déterrﬁinativo de Bergey, Burkholder (1957) listou 60 espécies

dentro do género Xanthomonas. Dye (1962) realizou um estudo fenotipico



comparativo com linhagens depositadas em colegcdes de culturas, utilizando
caracteres morfolégicos, tintoriais, culturais, bioquimicos e fisiolégicos de 57
espécies reconhecidas de Xanthomonas e concluiu que a maioria das espécies

nao poderiam ser diferenciadas de Xanthomonas campestris.

Lelliott (1972) apontou que os resultados de similaridade fenotipica e
hibridizacdo DNA:DNA n&o permitiam a diferenciagdo das espécies
representantes de grupos tipicos de Xanthomonas fitopatogénicas entre si.
Posteriormente, Dye e Lelliott (1974), na 8% Ed. do Manual de Bergey, revisaram a
classificagdo de 5 espécies: Xanthomonas albilineans (Ashby) Dowson,
X ampelina (Panagopoulos), X. axonopodis Starr e Garcés 1950, X. campestris
(Pammel 1895) Dowson 1939 e X fragariae Kennedy e Krig. Foi sugerido que as
demais espécies deveriam ser agrupadas em nivel infra-especifico, diferindo de
X. campestris apenas em relagéo a sua patogenicidade a hospedeiros especificos,
sendo entdo cunhado o termo patovar (Young et al., 1978a, 1978b; Dye et al.,
1980; para reviséo, consultar Robbs & Rodrigues Neto, 1993).

Ridé e Ridé (1978) adicionaram Xanthomonas populi ao género,
anteriormente descrita como Aplanobacterium populi, baseando-se em dados
fenotipicos e seroldgicos. Resultados de hibridizagdo DNA:rRNA e determinacao
da composi¢cdo de bases do DNA sustentaram esta nova classificagéo (de Vos &
De Ley, 1983) e a descrigado oficial da espécie, com o estabelecimento de uma

linhagem tipo, foi realizada por Ridé e Ridé (1992).

Xanthomonas ampelina foi posteriormente excluida do género (de Vos & De
Ley, 1983; Starr et al., 1977, Murata & Starr, 1973), sendo transferida por Willems
et al. (1987) para Xylophilus ampelinus.

Em 1983, De Vos e De Ley introduziram a aplicagéo de técnicas moleculares
no estudo das relagdes filogenéticas em Xanthomonas. O uso de sondas de rRNA
23S de Pseudomonas e Xanthomonas spp. em experimentos de hibridizacdo
DNA:rRNA demonstrou ser possivel a diferenciagdo de organismos do género

Xanthomonas baseado nos resultados de homologia derivados desta técnica.
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Swings et al. (1983) reclassificaram Pseudomonas maltophilia como
Xanthomonas maltophilia. Posteriormente, van Zyl e Steyn (1990) demonstraram
diferengas significativas entre os organismos desta espécie e Xanthomonas spp.
quanto ao perfil de proteinas e taxonomia numérica. Van Zyl e Steyn (1992)
levantaram a necessidade da criagdo de um novo género para X. maltophilia,
formalizada por Palleroni e Bradbury (1993), com a criagdo do género
Stenotrophomonas e realocagao de S. malfophilia. Filogeneticamente, organismos
do género Stenotfrophomonas sao relacionados a Xanthomonas spp. e Xyllela spp
(Maidak et al., 1999).

1.2.1. Xanthomonas campestris (Pammel 1895) Dowson 1939

Xanthomonas campestris representava a espécie com taxonomia mais
complexa no género, sendo subdividida em mais de 143 patovares (Vauterin ef al.,
1990; Bradbury, 1984).

A partir do final dos anos 80 e inicio dos anos 90, a utilizagdo de métodos
quimiotaxondmicos e moleculares, aliada a uma abordagem de taxonomia
polifasica, evidenciou a complexidade taxondmica dos diferentes patovares de
Xanthomonas campestris.

A diferenciacdo de patovares de Xanthomonas campestris foi demonstrada
através de métodos ‘serolégicos (Benedict et al., 1990; Berthier-Bayle et al., 1990),
analise fenotipica e padrées eletroforéticos de proteinas celulares (Quobela et al.,
1991; Vauterin et al, 1990a; 1991a; 1991b; 1992; van Zyl & Steyn,1990),
poliaminas (Auling ef al., 1991), perfis de acidos graxos (Chase ef al., 1992,
Graham ef al., 1990; Stead, 1989; Yang ef al., 1993b; Vauterin et al., 1992; 1996)
e proteinas de membrana (Ojanen et al., 1993).

Lazo et al. (1987) utilizaram a técnica de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) para diferenciar patovares de Xanthomonas campestris. Os
autores analisaram o grau de variagdo genética entre 93 linhagens de X
campestris, compreendendo 26 patovares, demonstrando a utilidade desse
método na diferenciagdo entre patovares e na identificagdo de linhagens de
Xanthomonas desconhecidas. |
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Hartung e Civerolo (1987) analisaram linhagens de Xanthomonas campestris
pv. citri isoladas em sete paises e na Flérida através de analises de restricdo do
DNA gendmico. Os autores compararam o perfil eletroforético dos fragmentos de
DNA gerados com a restricdo, verificando que linhagens do grupo A, ou Asiatico, e
linhagens do grupo B podem ser claramente distintas através desta técnica. As
linhagens isoladas na Flérida (denominadas grupo “E”) apresentaram grande
variedade de polimorfismos gendomicos, levando os autores a sugerirem a
existéncia de uma populagéo de Xanthomonas campestris pv. citri “E” associada

ao cancro citrico na Flérida.

Em 1989, esses mesmos autores, através de dados obtidos com a técnica de
RFLP combinada a utilizagdo de sondas de DNA, o que gera padroes de bandas
menos complexos e por vezes mais informativos do que a comparagao
eletroforética direta dos fragmentos de DNA, concluiram que as linhagens
pertencentes ao grupo “E” estudadas em 1987 formam um grupo complexo, com
caracteristicas distintas de todos os outros grupos conhecidos de X. campestris
pv. citri. Assim, com base nesses dados e em diferencas observadas quanto as
interagdes patégeno-hospedeiro, sintomatologia e epidemiologia, além de
caracteristicas serologicas e fagotipagem, os autores sugeriram que a doenga
ligada as linhagens do grupo “E” ndo pertenciam ao grupo Xanthomonas
campestris pv. citri. Os autores sugeriram ainda que a doenga causada por essas
linhagens n&o era o cancro citrico bacteriano e propuseram o termo mancha
bacteriana de citrus para a doenga.

E importante ressaltar que discrepancias em resultados de classificagbes
derivadas de andlises de RFLP podem estar relacionadas a utilizagdo de
diferentes enzimas de restricdo, sondas e diferentes combinagdes das mesmas
(Vauterin et al., 1993).

Paralelamente, Gabriel ef al. (1989), através da andlise de variagdo do
padrao de RFLP entre linhagens do grupo E, patogenicidade e dados de
caracterizagdo de trabalhos anteriores, propuseram uma nova classificagéo para
as linhagens de Xanthomonas campestris pv. citri. Foi proposto que o grupo A de
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Xanthomonas campestris pv. citri fosse restabelecido para a espécie
Xanthomonas citri (ex Hasse) e linhagens dos grupos B, C e D classificadas como
Xanthomonas campestris pv. aurantifolii pv. nov. Linhagens do grupo E seriam
designadas como Xanthomonas campestris pv. citrumelo pv. nov. Contudo, a
proposta de reclassificagdo de X. campestris pv. citri apresentada foi refutada por
outros pesquisadores (Vauterin ef al., 1991a; Young et al., 1991) e nao foi validada
pelo Comité Internacional de Bacteriologia Sistematica.

Em 1990, van Zyl e Steyn demonstraram, através de perfil de proteinas totais
e taxonomia numérica de linhagens de Pseudomonas e Xanthomonas, que
proteinas totais constituem importante recurso na diferenciagdo de patovares

desses géneros, sugerindo a exclusdo de X. maltophilia do género Xanthomonas.

Vauterin et al. (1990b) analisaram linhagens de X. campestris pv. begoniae e
X. campestris pv. pelargonii quanto a patogenicidade, perfii de proteinas,
caracteristicas fenotipicas e homologia DNA:DNA, concluindo que esses dois
patovares compreendem grupos distintos de microrganismos, comparados a cinco
outros patovares estudados. Os autores sugeriram que esses patovares poderiam

constituir novas espécies de Xanthomonas.

Através da revisdo de dados disponiveis em literatura (perfil eletroforético de
proteinas, perfil de acidos graxos e analise de restricdo de DNA), Vauterin ef al.
(1990a) verificaram que patovares alocados na espécie X campestris séo
heterogéneos e que seria necessario examinar um ndmero maior de linhagens
para uma concluséo taxondmica vélida nestes grupos. Andlises de homologia
DNA:DNA foram realiiadas, agrupando as linhagens dos patovares de
X. campestris em pelo menos seis grupos genomicos. Os autores sugeriram,
considerando a compilagdo de dados, que uma revisdo taxondémica do género
seria necessaria dentro de uma abordagem polifasica, sendo que as andlises
deveriam se estender a uma colecao representativa de linhagens, com a incluséo
de grande numero de émostras, linhagens-tipo e de referéncia, englobando todos

os patovares de X. campestris e todas as espécies de Xanthomonas descritas.
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van den Mooter e Swings (1990), em um extenso estudo de taxonomia
numérica, analisaram 295 caracteristicas fenotipicas de 266 linhagens do género
Xanthomonas, obtidas de diferentes regiées geograficas. Os autores concluiram
que o género era constituido de pelo menos oito taxoespécies: X, albilineans,
X. axonopodis, X. campestris, X campestris pv. graminis, X fragariae,
X. maltophilia, X. oryzae e X populi Esse estudo empregou alguns dos
parametros definidos como padrdo na caracterizagdo e taxonomia do género
Xanthomonas (Vauterin et al., 1990a).

Young et al. (1991) reforgaram a necessidade de uma abordagem polifasica
na taxonomia de Xanthomonas, criticando o trabalho prévio de Gabriel et al.
(1989), em que os autores propuseram a mudanga dos patovares X. campestris
pv. citri e X. campestris pv. phaseoli para o status de espécie, com base em dados
de RFLP. Young et al., assim como Vauterin et al. (1990b), apontaram que essa
proposicao era inadequada por ser baseada em um Unico conjunto de dados, com
poucos resultados de caracterizagio bioquimica.

Posteriormente, Vauterin et al, (1991a), analisando 61 linhagens dos grupos
A, B, C, D e E de Xanthomonas campestris pv. citri de diversas regides
geograficas quanto ao perfil eletroforético de proteinas, perfil de acidos graxos e
homologia DNA:DNA , confirmaram que a reclassificagéo proposta por Gabriel et
al. (1989) ndo se sustentava. Os resultados demonstraram que todos os grupos de
patogenicidade estavam relacionados entre si com homologia DNA:DNA > 60% e
que todos pertenciam a uma mesma espécie gendmica.

Vauterin et al. (1991b) analisaram 307 linhagens, compreendendo 27
patovares de X. campestris e representantes de outras espécies, através de
analise numérica baseada em perfis de proteinas totais. Os autores verificaram a
existéncia de tipos eletroforéticos distintos em X campestris, delineando 19
grupos, sendo que alguns grupos apresentaram padrées distintos para linhagens
de um mesmo patovaf, como X. campestris pv. vesicatoria e pv. dieffenbachiae.
Este trabalho tornou disponivel uma extensa base de dados de perfis de proteinas

para patovares de X. campestris.
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Qhobela et al. (1991) também descreveram a separagdo de patovares
através de perfis eletroforéticos de proteinas totais e RFLP. Os autores
diferenciaram linhagens de X. campestris pv. holcicola de outros 22 patovares de
X. campestris testados. Os resultados de analises de RFLP mostraram-se mais
sensiveis na deteccdo de variagdo entre as linhagens de X campestris pv.
holcicola testadas.

Em 1991, Auling et al. reportaram 0 uso de poliaminas como marcadores
taxondmicos para o género Xanthomonas, identificando espermidina como o
principal componente dos padrbes de poliamina das espécies de Xanthomonas.
Os resultados permitiram ainda a clara distingéo entre linhagens de Xanthomonas
e Pseudomonas com base nesse tipo de andlise. Posteriormente, Yang et al.
(1993a) demostraram que a espécie X maltophilia apresenta quantidades
significativas de cadaverina, além de espermidina, diferindo de todas as demais
espécies de Xanthomonas, o que confirma a validade desse marcador taxondmico
para o género Xanthomonas. A espécie X maltophilia foi transferida
posteriormente para o género Stenotrophorhonas (Palleroni & Bradbury, 1993).

Novamente, através de analises de perfis de proteinas, acidos graxos e
homologia DNA:DNA, Vauterin et al. (1992) demonstraram a heterogeneidade
entre as linhagens da espécie X axonopodis e do patovar X. campestris pv.
vasculorum. Os resultados demonstraram que alguns patovares necessitavam de
reclassificacdo, como X. campestris pv. translucens. Os autores propuseram um
esboco de um novo esquema de classificagdo para o género, incluindo seis novas
espécies, de acordo com dados de homologia DNA:DNA.

Estudos mais abrangentes do perfil de acidos graxos (Yang et al.,, 1993b),
com a inclusdo de 975 linhagens representando as espécies vdlidas de
Xanthomonas, revelaram 31 clusters principais dentro do género, sendo a espécie
X. campestris a mais heterogénea, com 24 clusters. Trés acidos graxos foram
definidos como marcadores para o género Xanthomonas: iso-11:0, iso-11:0-30H e
is0-13:0-30H.
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O perfil de utilizagdo de fontes de carbono, através de kits e sistemas
automatizados, foi estudado por Verniere e colaboradores (1993) para
X campestris pv. citri. Os autores analisaram o sistema Biolog (com 96
substratos) e concluiram que a identificagdo correta das linhagens estudadas
ocorria com maior freqiéncia quando eram fornecidos dados adicionais sobre
perfis metabdlicos de linhagens de X campestris pv. citi ao banco de dados
utilizado pelo sistema para identificacdo. Os resultados foram Uteis na confirmagéo
dos subgrupos A, B, C e D de X. campestris pv. citri, além de detectar trés fontes
de carbono como marcadores na diferenciagcdo dos mesmos.

Posteriormente, Verniere et al. (1998) descreveram um grupo de linhagens
de X. axonopodis pv. citri (ex X. campestris pv. citri) isolados de arvores de limao
em vérios paises no Sudeste da Asia. A andlise fenotipica preliminar dessas
linhagens revelou caracteristicas tipicas de X. axonopodis pv. citri grupo A, o que
foi confirmado por dados de RFLP. Entretanto, analises metabdlicas das linhagens
com o kit Biolog revelaram algumas diferengas com relagdo ao grupo A e as
linhagens ndo mostraram afinidade com anti-soros policlonais especificos para X
axonopodis pv. citri A, ou com um anticorpo monoclonal especifico para esse
grupo. Os autores acreditam que essas linhagens representam um sub-grupo de
X. axonopodis pv. citri grupo A, com patogenicidade limitada a plantas de limao,
revelando uma diversidade ainda maior para estes organismos.

Berthier et al. (1993) caracterizaram linhagens de Pseudomonas e
Xanthomonas spp. através de padrées de restricdo e hibridizagdo com sonda de
rRNA 16+23S. Foram analisadas 187 linhagens diferentes de Xanthomonas, as
quais foram diferenciadas em nivel de género, espécie e patovar. A variabilidade
dos padrdes de restricio do rDNA em nivel infra-especifico foi determinada para 4
patovares de Xanthomonas campestris, sendo que o patovar begoniae apresentou
somente um padrdo para as 16 linhagens testadas, o patovar manihotis
apresentou variagio entre linhagens provenientes da Africa e América do Sul,
sendo detectada maior variabilidade entre as ultimas, e o patovar malvacearum

n&o apresentou variagéo relacionada a origem geografica das linhagens ou planta
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hospedeira. Linhagens do patovar dieffenbachiae apresentaram o maior grau de
variabilidade, apresentando 5 padrdes distintos entre 53 linhagens analisadas.

Hartung ef al. (1993) reportaram a detecgdo especifica de Xanthomonas
campestris pv. citri através da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction). A
partir de uma sequéncia de 572 pares de bases de um plasmidio de X. campestris
pv. citri, os autores desenharam primers para amplificacdo especifica por PCR.
Sete pares de primers foram testados com DNA de X. campestris pv. citri e outras
linhagens de X. campestris associadas a doenga da mancha bacteriana em citros.
Quatro pares de primers amplificaram apenas DNA alvo de X. campestris pv. citri,
confirmados através de andlises de Southern blot. Produtos de PCR foram
amplificados de DNA extraido de les6es com 7 meses, das quais nao foi possivel
se isolar bactérias viaveis, superando nesse aspecto qualquer método de

identificacdo utilizado previamente.

Em 1994(a), Leite et al. reportaram a utilizagdo de primers baseados em
regides do cluster de genes hrp de X. campestris pv. vesicatoria. Utilizando trés
pares de primers e analises de hibridizacdo tendo como sonda os fragmentos
amplificados, os autores demonstraram que esses primers sé@o Uteis na detecgdo
de bactérias do género Xanthomonas. Além disso, foi possivel a diferenciacio
entre Xanthomonas patogénicas e ndo-patogénicas.

Leite et al. (1994b), através de analises de PCR-RFLP de genes do cluster
hrp de patovares de X campestris patogénicos para citrus, demonstraram que é
possivel diferenciar linhagens de diferentes grupos de X. campestris pv. citri
através desse método. O perfil de restricdo de fragmentos do gene hrp de
linhagens pertencentes ao grupo A de X campestris pv. citri permitiram a
diferenciac&o entre as linhagens desse grupo e as linhagens dos grupos B e C,
que mostraram perfis‘ idénticos entre si. Além disso, os autores distinguiram
linhagens de X. campestris pv. citrumelo em dois grupos de acordo com o perfil de
restricdo do gene hrp, um deles correspondendo as linhagens altamente
agressivas e 0 outro incluindo as linhagens moderadamente ou fracamente
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agressivas. Os autores propuseram, dessa forma, um método rapido e consistente
para a identificagao de linhagens de Xanthomonas patogénicas para citrus.

A definicdo de sondas e primers especificos para Xanthomonas campestris
pv. pelargonii foram descritos por Manulis et al. (1994). Os autores detectaram trés
primers capazes de diferenciar linhagens de X campestris pv. pelargonii de
linhagens de outros grupos de Xanthomonas em experimentos de RAPD. Um
fragmento de cerca de 1.2 Kb, caracteristico do perfil de RAPD de X. campestris
pv. pelargonii, foi clonado e utilizado como sonda, hibridizando especificamente
com linhagens deste patovar. O fragmento foi sequenciado e primers desenhados
a partir da seqliéncia foram capazes de diferenciar 53 linhagens de X. campestris
pv. pelargonii de outras 46 linhagens de Xanthomonas testadas, incluindo
linhagens saprdfitas isoladas de geranio.

A combinagdo de dados moleculares com outros métodos de tipagem e
analise taxondmica também tem sido frequentemente reportado. Alvarez et al.
(1994) descreveram a utilizagdo de anticorpos monoclonais, em associagdo com
dados de fitopatogenicidade e RFLP, na identificagcdo de X campestris pv.
campestris e X campéstn‘s pv. armoraciae, dentre as Xanthomonas patogénicas
para cruciferas.

A aplicagdo de anticorpos monoclonais foi também empregada por Jones et
al. (1997). Os autores demonstraram que, utilizando-se um anticorpo especifico
para o lipopolisacarideo (LPS) de X. campestris pv. vesicatoria, combinado a
utilizagdo de lisozima no tampéo de extragdo para liberagdo de maiores
quantidades de LPS, foi possivel desenvolver um ensaio de ELISA mais sensivel

para a detecg¢ao direta do patogeno em tecido foliar.

Outra possibilidade de diagnéstico molecular de grupos de Xanthomonas foi
descrita por Honeycutt et al. (1995). Com base na variagdo encontrada no
tamanho de sequéncias da regido espagadora do operon ribossdmico (McClelland
et al, 1992; Weish & McClelland, 1992), os autores desenharam primers
especificos para anti-codons de diferentes tipos de tRNA, na tentativa de detectar

polimorfismos de tamanho entre diferentes grupos de Xanthomonas. Utilizando



18

diferentes combinacdes de primers, foi detectada variagdo no tamanho de regices
espacadoras de X. campestris e X. albilineans com um dos pares de primers
utilizados entre os tRNA-alanina e tRNA-isoleucina. Os fragmentos foram
sequenciados e apds andlises de alinhamento, novos primers foram desenhados,
sendo encontrados dois pares de primers que detectaram X albilineans, gerando
um fragmento especifico de 70 bp, constituindo um potencial recurso diagnéstico
para bactérias desse grupo. Os autores sugeriram, ainda, com base na variagéo
encontrada entre patovares de X. campestris, que este grupo poderia constituir
mais de uma espécie (Honeycut ef al., 1995), o que foi posteriormente confirmado
por Vauterin et al. (1995).

Em 1995, apés diversos trabalhos indicando a necessidade de uma revisdo
taxondmica do género Xanthomonas, uma ampla reclassificagdo foi proposta por
Vauterin et al. (1995). Com base em estudos de hibridizagdo DNA:DNA e
utilizagéo de fontes de carbono (BIOLOG), os autores propuseram a divisdo do
género em 20 grupos, que passaram a ser considerados espécies gendmicas de
acordo com o conceito definido em Wayne ef al. (1987), sendo Xanthomonas

campestris designada como espécie-tipo do género.

Segundo a nova classificagdo do género (Vauterin et al., 1995),
X. campestris passou a incluir apenas os patovares de cruciferas, ou seja,
X. campestris pv. aber(ans, X. campestris pv. armoraciae, X. campestris pv.
barbareae, X. campestris pv. campestris, X. campestris pv. incanae, X. campestris
pv. raphani. Dentre os demais patovares previamente pertencentes a
X campestris, 34 foram alocados como patovares de X axonopodis Starr e
Garces 1950. Foram témbém descritas 15 espécies novas a partir de outros
patovares de X campestris. Xanthomonas arboricola sp. nov., incluindo
X. arboricola pv. ¢ory/ina, X. arboricola pv. juglandis, X. arboricola pv.
poinsettiicola, X. arboricola pv. populi e X. arboricola pv. pruni; Xanthomonas
bromi sp. nov., para linhagens isoladas de capim-cevadinha, Xanthomonas
cassavae (ex Wiehe & Dowson 1953) sp. nov., hom. rev.; Xanthomonas codiaei
sp. nov.; Xanthomonas cucurbitae (ex Bryan 1926) sp. nov., nom. rev,;
Xanthomonas hortofum'sp. nov., incluindo X. hortorum pv. hederae, X hortorum
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pv. pelargonii e X. hortorum pv. vitians, Xanthomonas hyacinthi (ex Wakker 1883)
sp. nov., nom. rev.; Xanthomonas melonis sp. nov.; Xanthomonas pisi (ex Goto &
Okabe 1958) sp. nov., nom. rev.; Xanthomonas sacchari sp. nov., Xanthomonas
theicola sp. nov.; Xanthomonas transiucens (ex Jones, Johnson & Reddy 1917)
sp. nov., nom. rev.; Xanthomonas vasicola sp. nov. e Xanthomonas vesicatoria (ex
Doidge 1920) sp. nov., nom. rev.

Foi também criado o grupo Xanthomonas sp. (Vauterin et al, 1995),
compreendendo 66 antigos patovares de X. campestris que nao foram alocados
em nenhuma das espécies descrita. Cinco grupos correspondentes a espécies
anteriormente descritas ndo sofreram alteragdo: X albilineans, X. axonopodis,
X. fragariae, X. oryzae e X. populi.

Vauterin et al. (1996) confirmaram a utilidade da comparagéo entre perfis de
acidos graxos na diferenciagdo da maioria das espécies de Xanthomonas spp. re-
classificadas na reviséo taxondmica do género (Vauterin et al., 1995). O estudo
englobou uma reavaliagdo dos dados do extenso trabalho de Yang et al. (1993),
que estabeleceu um banéo de dados para mais de 1.200 linhagens de
Xanthomonas, destacando que algumas espécies, principalmente X. axonopodis e
X. translucens, nao mostraram perfis caracteristicos de acidos graxos, o0 mesmo
acontecendo, apesar de nao tao acentuadamente, com as espécies X. arboricola,
X. campestris e X. hortorum. Todas essas espécies apresentaram certo grau de

heterogeneidade, incluindo diversos patovares.

Recentemente, Stead (1999), reportou que, em analises extensivas de
milhares de linhagens de Xanthomonas quanto ao perfil de acidos graxos,
frequentemente ndo se confirma a re-classificagdo proposta por Vauterin ef al.
(1995) para todas as eépécies gendmicas de Xanthomonas.

A partir de 1995, pode ser notado um aumento significativo na aplicagado da
técnica de PCR, especialmente RAPD e rep-PCR, na caracterizagdo de linhagens
de Xanthomonas (Pooler et al., 1996, Louws et al., 1995, Louws ef al., 1997).

A variabilidade genética de linhagens de X fragariae oriundas de diversas

regides geograficas foi estudada por Pooler et al. (1996), através de diferentes
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métodos de tipagem por PCR, incluindo RAPD, REP- e ERIC-PCR. Os autores
identificaram sequéncias, a partir de RAPD, e desenharam 3 pares de primers
especificos, que utilizados conjuntamente, permitem a identificacdo de
X fragariae. Foram identificados alguns subgrupos gendmicos de acordo com
cada marcador utilizado, sendo que as linhagens mostraram-se bastante
relacionadas umas as outras.

Roberts ef al. (1998) também estudaram a variabilidade de linhagens de
X. fragariae empregando técnicas moleculares, como RFLP, eletroforese de
campo puisado (PFGE) e homologia DNA: DNA, além de perfis de acidos graxos.
Estes autores concluiram que, apesar da variabilidade encontrada entre as
linhagens, estas representam uma uUnica espécie segundo dados de homologia
DNA:DNA.

Permaul et al. (1996) reportaram que marcadores de RAPD podem ser
utilizados na diferenciagcao de X albilineans de diferentes regiées geogréficas. Os
autores citam a importancia destes dados para o monitoramento da dispersdo de
linhagens. Deve ser destacado, entretanto, que os autores basearam suas
conclusdes no estudo de apenas 5 linhagens, o que € um nimero bastante
limitado para este tipo de estudo.

Outra aplicacdo do método de PCR, o AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism, Vos et al., 1995) tem sido utilizada no estudo de Xanthomonas.
Janssen et al. (1996), analisando 36 linhagens de Xanthomonas, especialmente
da espécie X axonopodis, demonstraram que o agrupamento de linhagens
através dessa técnica sustenta esquemas de classificagdo propostos segundo
dados quimiotaxondmicos, fenotipicos e de homologia DNA:DNA. Esta
metodologia apresentou, em alguns casos, maior sensibilidade na diferenciagéo
de subgrupos e patovares que as técnicas quimiotaxondmicas e fenotipicas
citadas anteriormente. |

A metodologia de AFLP também foi utilizada com sucesso por Restrepo ef al.
(1999), confirmando resultados previamente relatados por Verdier ef al. (1998). No
primeiro trabalho, Verdier et al. (1998) demonstraram a ocorréncia de alta
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variabilidade entre 91 isolados de X. axonopodis pv. manihotis isolados na
Venezuela, através de andlises de RFLP e padrdo de viruléncia, agrupando as
linhagens em oito clusters, sem correlagdo com origem geografica.
Posteriormente, Restrepo et al. (1999) demonstraram que os dados de AFLP
confirmaram estes resultados, sendo que algumas combinagdes de primers do
AFLP foram mais sensiveis na detecgdo de variabilidade entre as linhagens
analisadas.

O refinamento das técnicas moleculares tem permitido a caracterizacéo de
variabilidade em nivel infra-especifico para diferentes espécies de Xanthomonas.
Toth et al. (1998), a partir de analises de RAPD, desenharam primers especificos
para deteccdo de X. campestris pv. phaseoli var. fuscans em plantas. Os primers
nao amplificam DNA de X. campestris pv. phaseoli, permitindo a diferenciacdo em
nivel infra-patovar.

Yashitola et al. (1997) estudaram a diversidade genética de X oryzae pv.
oryzae através de hibridizac;éo com sondas especificas. Os autores utilizaram
duas sequéncias isoladas dd genoma de X oryzae, o gene de aviruléncia avrXa10
e o transposon /IS717112, como sondas na analise de 67 linhagens dessa espécie,
oriundas de diferentes regides da india. Foi demonstrada a ocorréncia de um
gendtipo predominante desse patégeno na maioria das regides. Os dados
combinados das andlises de RFLP com as diferentes sondas permitiram a

identificagdo de trés grupos principais destes patégenos nas regibes analisadas.

A variabilidade entre 127 linhagens do patovar mangiferaeindicae de
Xanthomonas foi analisada através de marcadores de RFLP e hibridizagdo. Foram
utilizadas trés sondas, um cluster de genes hrp € um gene de avr de X oryzae e
um fragmento de DNA repetitivo do patovar mangiferaeindicae. A sonda de hrp
separou 11 linhagens das demais, sugerindo que estas podem ndo ser
representantes do patovar mangiferaeindicae. Analises com as outras sondas
permitiram a definicdo de 4 grupos, sendo que a maior variabilidade foi detectada
entre linhagens originarias do Sudeste asiatico (Gagnevin et al., 1997).



2

Varias das relagbes propostas por Vauterin ef al. (1995) vém sendo
confirmadas por outros autores com base em andlises taxondmicas
complementares, incluindo dados moleculares, fenotipicos e quimiotaxonémicos.
Revisbes taxondmicas mais completas para cada grupo de espécies descritas por
Vauterin et al. (1995) tém sido relatadas regularmente na literatura. Um dos
grupos mais controversos dentre os propostos por estes autores é representado
por X. axonopodis, incluindo varios ex-patovares de X campestris. A taxonomia
destes organismos foi revisada recentemente e pelo menos 5 espécies foram
propostas, com base em dados mais completos de homologia DNA:DNA (Lacy et
al., 1997) e rep-PCR (Louws ef al., 1997).

Outras revisées, como a transferéncia de Pseudomonas cissicola para o
género Xanthomonas com base em dados fenotipicos e perfil de acidos graxos,
foram propostas recentemente (Hu et al., 1997). Os autores sugeriram ainda que,
com base em caracteristicas Unicas do perfl de &cidos graxos e testes
bioquimicos, estes organismos deveriam ser alocados em uma nova espécie de
Xanthomonas, embora andlises mais extensivas, incluindo o estudo polifasico de

linhagens adicionais, sejam necessarias antes da formalizagdo de tal proposta.

Recentemente, Jones et al. (1998) e Bouzar et al. (1999) propuseram
“Xanthomonas gardneri” como um dos agentes que infectam tomate e pimentéo.
Através da anélise polifasica de linhagens atipicas do antigo grupo X. campestris
pv. vesicatoria, incluindo dados de homologia DNA:DNA, os autores
demonstraram a existéncia de uma terceira espécie que causa mancha bacteriana
em tomate e pimentdo. A classificagdo taxondmica deste terceiro grupo ainda esta
sendo avaliada, sendo que dados de homologia DNA:DNA de Hildebrand et al.
(1990) e Palleroni et al. (1993) sugeriram que “X. gardneri” esta relacionada a

linhagens do grupo de X. campestris pv. carotae, pv. pelargonii e pv. taraxaci.

1.2.2. Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

X. campestris pv. vesicatoria € o agente causador da mancha bacteriana em
tomate e pimentao. Erh interagdo compativel, apds ter invadido a planta via
estdmatos ou lesGes, a bactéria se multiplica nos espacos intercelulares do tecido
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provocando lesGes necréticas Umidas em folhas, caules, peddnculos e frutos (Stall
et al., 1994). Esta bactéria causa grandes prejuizos econdmicos devido ao baixo
rendimento e qualidade dos frutos, sendo que os danos mais graves sdo
apresentados em regibes de elevada umidade relativa, chuvosas e temperatura
proxima de 24 °C (Alippi, 1992).

A mancha bacteriana de tomate e pimentdo figura entre as principais
bacterioses de plantas constatadas no Brasil (Romeiro, 1985). Dado o grande
valor econdmico da cultura de tomate, uma das espécies de hortalicas de maior
consumo e uma das mais industrializadas no Brasil e no mundo, um método mais
eficaz para o controle dessa bacteriose se faz necessario.

Estratégias de manejo integrado tém sido baseadas na utilizacdo de
sementes livres de patdgenos, praticas fitossanitarias e de cultivo agricola, como
enterrio de restos de plantas e rotagéo de culturas (Jones et al., 1991). O controle
quimico através de pulverizagdo das plantas com agentes cupricos e
estreptomicina (Jones et al., 1985; Thayer & Stall, 1961) tem levado a selegéo de

resisténcia aos dois agentes.

Reifschneider et al. (1985) propuseram a divisdo de X campestris pv.
vesicatoria (Xcv) em trés grupos, de acordo com a patogenicidade para tomate
e/ou piment&o: XcvT, virulenta apenas para tomate, XcvP, virulenta apenas em
pimentéo e XcvPT, virulenta para ambos os hospedeiros. Atualmente, 9 racas de
patogenos de pimentdo e trés ragas de patdgenos de tomate estdo descritas na
literatura, de acordo com perfil fenotipico dos organismos e padrio de

patogenicidade ao hospedeiro (Bouzar ef al., 1999).

A diversidade genética entre linhagens do antigo grupo X. campestris pv.
vesicatoria comegou a ser evidenciada nos anos 90. Vauterin et al. (1990b), em
analises de perfis de proteinas totais, demonstraram a heterogeneidade entre
linhagens de X campestris pv. vesicatoria. Dados de homologia DNA:DNA
mostraram que esse patovar consiste de dois grupos substancialmente diferentes,

sendo designados como subgrupos A e B.
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Vauterin et al. (1991b), através de andlises numéricas de perfis de SDS-
PAGE de todas as espécies de Xanthomonas com descricdo valida e varios
patovares de X. campestris, confirmaram a existéncia de dois grupos distintos de
linhagens de X. campestris pv. vesicatoria. Dois grupos definidos foram também
evidenciados por esses autores na analise de dados de perfil de acidos graxos por
cromatografia gasosa.

Em 1991, Beaulieu et al. apresentaram um estudo de centenas de linhagens
de X campestris pv. vesicatoria, provenientes de varias regiées do mundo, quanto
a producdo de enzimas pectinoliticas. Os autores também demonstraram a
ocorréncia de dois grupos de linhagens, as produtoras de pectinases e as nao-

produtoras.

Posteriormente, Bouzar et al. (1994b) analisaram a atividade amilolitica e
pectinolitica de vérias linhagens de X. campestris pv. vesicatoria e detectaram a
presenca de bandas de proteinas especificas através de coloragdo por prata de
gel de SDS-PAGE demonstrando, através dessas caracteristicas, a divisdo das
linhagens de X. campestris pv. vesicatoria em dois grupos distintos: o grupo A e o
grupo B. Foi determinado que linhagens do grupo A de X campestris pv.
vesicatoria sdo nao-produtoras de amilase e pectinase e apresentam uma banda
de proteina de 32 kDa (banda a), ndo possuindo a banda de 27 kDa (banda B),
caracteristica de linhagens do grupo B, produtoras de amilase e pectinase (Bouzar
et al., 1994b). Os autores realizaram também analises seroldgicas, determinagio
de perfil de acidos graxos e utilizagéo de fontes de carbono, demonstrando que as
populacdes de linhagens, apesar de heterogéneas, podem ser distintas umas das
outras com base em caracteristicas Unicas de cada grupo. O composto cis-
aconitato foi o Gnico, entre 95 testados, capaz de discriminar entre linhagens dos
diferentes grupos, sendo que apenas linhagens do grupo A oxidam esse
composto. Além disso, os autores testaram a patogenicidade das linhagens em
tomate e piment&o, mostrando que linhagens do grupo A patogénicas para tomate
pertenciam a raca T1, enquanto linhagens do grupo B, a raga T2. Os patégenos
de piment&o foram sempre associados ao grupo A, exceto por algumas linhagens

patogénicas para os dois hospedeiros, pertencentes ao grupo B. Os autores
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também analisaram nesse trabalho a linhagem tipo de Pseudomonas gardneri,
demostrando semelhangas entre esta e organismos do grupo B de X. campestris
pv. vesicatoria em caracteristicas seroldgicas, utilizagdo de fontes de carbono e
presenca da banda beta em géis de SDS-PAGE, diferindo, entretanto, na atividade
de enzimas extracelulares e perfil de acidos graxos. Os autores concluiram que os
dados apresentados corroboram a proposicdo de que P. gardneri € uma
Xanthomonas.

Paralelamente, Stall ef al. (1994) demonstraram a baixa homologia
DNA:DNA (<46%) entre linhagens dos grupos A e B, comprovando as diferencas
genomicas descritas em outros trabalhos e sugerindo que estes grupos de
linhagens poderiam constituir espécies distintas. Estes dados foram corroborados
por resultados de analises de utilizagéo de fontes de carbono, serologia, perfil de
acidos graxos, RFLP por eletroforese de campo pulsado e bandas de proteinas
especificas (Stall et al., 1994).

Louws ef al. (1994) também reportaram a ocorréncia de pelo menos dois
grupos distintos de X camp’estris pv. vesicatoria através de analises de rep-PCR.
Linhagens do grupo A apresentaram padroes de bandas muito similares quando
analisadas com os primers de ERIC, REP ou BOX, o mesmo acontecendo entre
linhagens do grupo B, porém os padrdes entre A e B foram distintos, apresentando
apenas uma banda do mesmo tamanho nos perfis de amplificagcdo com ERIC-
PCR.

Bouzar et al. (1994a) descreveram grupos adicionais de linhagens de
X. campestris pv. vesicatoria, as quais apresentavam caracteristicas fenotipicas
de linhagens do grupo A ou do grupo B, dependendo da caracteristica analisada,
revelando uma heterogeneidade ainda maior nesse grupo de patégenos (essas

linhagens encontram-se referidas no presente trabalho como grupo nonA/nonB.

Louws et al. (1995), utilizéndo rep-PCR, detectaram quatro genétipos entre
linhagens de X. campestris pv. vesicatona, confirmando claramente a divisdo em
dois grupos proposta previamente (Vauterin et al, 1990a; Bouzar et al,
1994a;1994b; Stall et al., 1994). Os dados permitiram ainda a diferenciagdo de
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dois genétipos adicionais dentre as linhagens analisadas, um dos quais incluia
uma linhagem previamente descrita como atipica na literatura (Bouzar et al.,
1994a) e os organismos outliers correspondentes a linhagens atipicas isoladas por
D. Cuppels em Ontario. Louws et al. (1995) detectaram maior diversidade entre
linhagens do grupo B, diferenciando 6 grupos. Os dados obtidos pelos autores
indicaram que uma nova avaliagéo taxondmica de linhagens do antigo grupo de X
campestris pv. vesicatoria seria necessaria para elucidar as relagbes taxondmicas
deste grupo de Xanthomonas.

Finalmente, Vauterin et al. (1995) propuseram que o patovar X. campestris
pv. vesicatoria fosse dividido em duas espécies, com base em dados de
homologia DNA:DNA e perfil de utilizagcdo de fontes de carbono. O antigo
subgrupo A de X. campestris pv. vesicatoria foi reclassificado como X. axonopodis
pv. vesicatoria e o antigo subgrupo B constitui atualmente a espécie X. vesicatoria.

Jones et al. (1993) realizaram um estudo de hibridizagdo em linhagens de X.
axonopodis pv. vesicatoria (antigo grupo A de X. campestris pv. vesicatoria) e X
vesicatoria (antigo grupo B de X campestris pv. vesicatoria) utilizando como
sonda um fragmento de DNA gendmico clonado de cerca de 0.65 Kb relacionado
a expressao de determinantes antigénicos em X. axonopodis pv. vesicatoria. Esse
fragmento hibridizou fortemente com as linhagens de X axonopodis pv.
vesicatoria e fracamente com linhagens de X vesicatoria. Primers derivados
desse fragmento foram utilizados em reagbes de PCR e resultaram na
amplificag@o de fragmentos de DNA de 12 linhagens do grupo A e apenas 1 das
linhagens do grupo B. O produtos de PCR foram analisados por RFLP, gerando
perfis de bandas que diferenciaram claramente os dois grupos (Jones et al., 1998).

Ferreira et al. (1997) demonstraram a diferenciagdo de linhagens de
X. axonopodis pv. vesicatoria € X. vesicatoria através de ribotipagem, com a
utilizagcdo de uma sonda baseada no operon de rDNA de Escherichia coli. Os
autores também utilizaram a técnica de RAPD, confirmando a classificagdo dos
isolados em dois grupos principais. Essa técnica mostrou-se mais sensivel na
deteccdo de variabilidade infra-especifica. Testes de atividade de enzimas
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extracelulares realizados por esse autores corroboraram os agrupamentos obtidos
por ribotipagem e RAPD. As linhagens de X. axonopodis pv. vesicatoria (grupo A)
mostraram-se negativas quanto a atividade de amilase, fosfatase e pectinase,
enquanto representantes de X. vesicatoria (grupo B) apresentaram atividade para

estas enzimas.

Kuflu e Cuppels (1997), através de técnica de hibridizacdo subtrativa entre
linhagens de Xanthomonas spp. patogénicas e epifitas, detectaram um fragmento
de 1.75 Kb que hibridizou preferencialmente com linhagens de X. axonopodis pv.
vesicatoria e X. vesicatoria. Esse fragmento foi clonado e utilizado posteriormente
como sonda especifica, sendo capaz de detectar 46 dentre 52 linhagens de
vesicatoria testadas, sendo que duas linhagens que n3o reagiram com a sonda
tinham sido consideradas atipicas (outliers) em estudos anteriores de rep-PCR
(Louws et al., 1995). Os autores também analisaram 110 linhagens, incluindo 44
Xanthomonas nao-patogénicas para tomate e 43 linhagens epifiticas, sendo que
apenas 8 hibridizaram fracamente com a sonda. Essa sonda pode constituir,
portanto, um método preliminar para diferenciagdo de X axonopodis pv.
vesicatoria e X. vesicatoria de outras Xanthomonas, embora n&o diferencie entre

as duas espécies.

Mais recentemente, Jones et al. (1998) publicaram uma extensa reviso
sobre a diversidade de Xanthomonas spp. patogénicas para tomate e pimentéo.
Os autores demonstraram a grande variabilidade fenotipica do grupo, destacando
linhagens isoladas no México, identificadas como X campestris pv. vesicatoria
grupo A, as quais apresentaram forte atividade amilolitica, tipica de linhagens do
grupo B (Bouzar et al., 1996). Linhagens semelhantes foram encontradas em
Barbados (Bouzar ef al., 1994a; Bouzar ef al., 1999) e Ohio (Sahin & Miller, 1996).
Os autores verificaram que essas linhagens sdo relacionadas a organismos do
grupo A.

Jones et al. (1998) também reportaram a detecgdo de linhagens fortemente
amiloliticas em campos da Flérida, na década de 90. Essas linhagens

apresentaram expressdo da banda f de proteina, tipica do grupo B, mas néao
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apresentaram reacao com anticorpos especificos para linhagens dos grupos A ou
B. Essas linhagens também diferiram na resposta de patogenicidade a algumas
variedades de tomate, sendo designadas como raga 3 de tomate (T3) (Jones et
al., 19995), e apresentaram caracteristicas fenotipicas Unicas, sendo designadas
como um novo grupo, denominado C, as quais mostraram-se semelhantes a
linhagens isoladas de plantas de tomate crescidas no México e sementes
produzidas na Tailandia (Bouzar ef al., 1996; Jones et al., 1995).

Posteriormente, Jones ef al. (1998) demonstraram que linhagens do grupo C
apresentaram mais de 70% de homologia DNA:DNA com linhagens do grupo A,
podendo constituir uma subespécie do mesmo, ao passo que “X. gardneri” e
linhagens dos grupos A e B apresentaram niveis de homologia inferiores a 50%,
levando a proposicéo de “X. gardneri” como grupo D. Linhagens da Costa Rica,
denominadas XV440 e XV441, previamente classificadas como atipicas (Bouzar et
al, 1994; Louws et al., 1995), mostraram-se aitamente relacionadas a “X
gardneri”.

Uma revisdo dos dados de Leite (1994c) quanto a analise de variagdo no
cluster de genes hrp, mostrou que linhagens dos grupos A e C s&o recuperadas
em um cluster distante de linhagens do grupo B, e que “X. gardneri” mostrou-se
pouco relacionada a linhagens dos grupos A, B e C. De acordo com Leite (1994c),
‘X gardneri” mostrou-se bastante similar a X campestris pv. taraxaci e outros
patovares, corroborando dados de Hildebrand et al. (1990) e Palleroni et al.
(1993).

Jones et al. (1998) comentaram ainda que a nomenclatura de X. axonopodis
pv. vesicatoria merece ser revista, com base nos dados de Lacy et al. (1997), que
suportam a divisdo de X axonopodis em cinco espécies, com o patovar
vesicatoria sendo removido da espécie X. axonopodis. Dados nao publicados de
homologia DNA:DNA citados no trabalho de Jones et al. (1998) confirmam essa

sugestéo.

Finalmente, Bouzar et al. (1999) apresentaram um amplo estudo de

taxonomia polifasica de linhagens de Xanthomonas spp. associadas & mancha
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bacteriana, isoladas do Caribe e América Central. Foram caracterizadas 433
linhagens, mostrando que linhagens do grupo A sdo predominantes nessa regido.
Dentre as 32 linhagens do grupo B analisadas, todos os isolados foram oriundos
de dois campos de cultivo de tomate ou pimentdo na Guatemala e Costa Rica.

Linhagens do grupo C nao foram detectadas nesses campos de cultivo.

Linhagens relacionadas ao grupo A, mas com atividade amilolitica (Jones et
al., 1998), foram diferenciadas de linhagens tipicas do grupo A de acordo com o
perfil de utilizacdo de fontes de carbono. Além disso, as primeiras néao
apresentaram a proteina de 32 kDa caracteristica de organismos do grupo A,
apresentando, alternativamente, uma proteina de 25 kDa. As linhagens atipicas
com atividade amilolitica foram designadas A1 ou Amy-A, sendo considerada
como um subgrupo de A. Em analises de rep-PCR, duas linhagens representantes
do grupo A1 foram diferenciadas das demais, apresentando um padréo de bandas
distinto, porém relacionado aos organismos do grupo A. Linhagens do grupo C
também puderam ser diferenciadas dos demais grupos nas analises de rep-PCR,
apresentando padrdes similares aos de linhagens do grupo A, confirmando dados
de homologia DNA:DNA (Jones et al., 1998).

Outra importante contribuicdo de Bouzar ef al. (1999) foi a detecgio de cerca
de 20 linhagens atipicés provenientes da Costa Rica, algumas analisadas em
estudos anteriores (Bouzar et al., 1994a; Louws et al., 1995), que apresentaram
propriedades fenotipicaé distintas de linhagens do grupo A ou B, ou uma mescla
de propriedades de ambos os grupos. Essas linhagens foram relacionadas a
“X. gardneri”, de acordo com dados de homologia DNA:DNA e eletroforese de
campo pulsado, e puderam ser claramente diferenciadas dos demais grupos

derivados do antigo patovar X. campestris pv. vesicatoria.

Em resumo, a diversidade dentre as Xanthomonas patogénicas para tomate
e pimentdo vem se revelando cada vez mais complexa, a medida que analises de
taxonomia polifasica de um maior nimero de linhagens vém sendo realizadas,
aliadas a aplicacao de metodologias de caracterizagdo molecular e fenotipica mais

informativas. O stafus atual desse grupo de patégenos inclui trés espécies,
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X. axonopodis pv. vesicatoria, “X. gardneri” e X. vesicatoria, sendo que linhagens
de X axonopodis pv. vesicatoria podem ser diferenciadas em pelo menos dois
subgrupos, tipo A e A1, além do grupo C e “X gardneri”, apesar de constituir um
grupo taxondmico diferenciado, ainda nao foi formaimente descrita e apresenta
ainda status de “nome invalido”.

1.3. Genes Conservados como Marcadores Moleculares

Woese, em seu trabalho revolucionario publicado em 1987, apresentou a
“arvore filogenética da vida”, baseada na andlise filogenética de sequéncias de
rRNA, ressaltando a propriedade de “relégio bioldgico” destas moléculas.
Posteriormente, os organismos vivos foram separados em trés Dominios:
Archaea, abrangendo os microrganismos procariotos classificados no antigo grupo
das arqueobactérias, geralmente associados a ambientes extremos; Bacteria,
incluindo o grupo das bactérias sensu estrito; e Eucarya, incluindo os

microrganismos eucariotos e demais organismos superiores (Woese ef al., 1990).

O aprimoramento das técnicas moleculares ao longo dos Ultimos anos
forneceu a base necessaria para a utilizagdo de métodos moleculares e analise
filogenética de seqiiéncias de DNA e proteinas como instrumentos de rotina no
estudo da diversidade de microrganismos. Diversas areas da microbiologia, em
especial a sistematica, evolugido e ecologia microbianas, desenvolveram-se em
ritmo exponencial nos ultimos anos com a aplicagdo de novos métodos e geragéo
de dados moleculares. Uma visdo geral da contribuigdo de Woese para o
desenvolvimento da microbiologia e filogenia pode ser encontrada em Morel
(1997).

A filogenia sistematica enfoca as relagbes de ancestralidade entre os
organismos através de evidéncias derivadas da andlise de homologia entre

[ P4

caracteres. A relagdo entre os organismos & geralmente expressa em “arvores
filogenéticas™. A reconstrugdo da filogenia entre os organismos numa arvore
filogenética € uma inferéncia estatistica da evolugdo dos mesmos, devendo ser
entendida como uma “hipétese” sobre a histéria evolutiva dos organismos, a qual,

de fato, é desconhecida (Nei, 1996).
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Os métodos filogenéticos tém por objetivo superar os desvios que taxas de
evolugdo diferentes podem causar em linhas de descendéncia evolutiva
(Tibayrenc, 1995). Os principais métodos de inferéncia filogenética utilizados
atualmente em analises de filogenia molecular podem ser classificados em trés
grupos principais: métodos de distancia, métodos de probabilidade (l/ikelihood) e
métodos de parcimonia (para revis2o, consultar Nei, 1996).

Correntes atuais enfatizam a importancia da comparagdo entre genomas
inteiros para o estabelecimento de relagGes filogenéticas entre organismos,
apresentada como uma abordagem mais critica em relagdo as inferéncias
filogenéticas baseadas apenas em um ou poucos genes (Lake ef al, 1999).
Entretanto, existem ainda poucos genomas disponiveis para comparacéo,
tornando a abordagem de analise de genomas inviavel para o estudo da grande
maioria das espécies. Dessa forma, analises filogenéticas baseadas em
seqUéncias génicas e de proteinas evolutivamente conservadas (semantideos)
ainda sdo uma ferramenta extremamente valiosa para estudos de filogenia e
evolugido microbiana.

Diversas sequéncias de DNA e proteinas tém sido rotineiramente usadas
como marcadores taxondmicos e filogenéticos para diversos organismos.
Chaperoninas pertencem a familias de proteinas que atuam no folding de
polipeptideos e exportagdo de proteinas, podendo atuar também na montagem de
estruturas oligoméricés de proteinas (Zeilstra-Ryalls, 1991). As chaperoninas
constituem uma classe de proteinas altamente conservadas, presentes em todas
as bactérias e em mitocondrias e cloroplastos de eucariotos e em organismos do
Dominio Archaea (para revisdo, consultar Gupta, 1995; Viale & Arakaki, 1994;
Marston et al., 1999).

As chaperoninas figuram como algumas das moléculas altamente
conservadas evolutivamente que tém sido avaliadas como marcadores
taxondmicos e filogenéticos para diversos grupos de organismos. Gupta e Golding
(1993) mostraram que Hsp70 ou DnaK é uma das proteinas mais conservadas

descritas até o mbmento, mostrando homologia minima média de 42% da
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sequéncia total de aminoacidos entre organismos dos Dominios Archaea, Bacteria
e Eucarya, constituindo portanto um 6timo marcador filogenético. Falah e Gupta
(1994) demonstraram que analises filogenéticas detalhadas utilizando Hsp70
confirmam as teorias de origem das organelas mitocondria e cloroplastos,
conforme inferéncias baseadas em outros marcadores, como 16S e groEL. Outra
molécula analisada, DnaJ, localiza-se no mesmo operon de DnaK e pode ser
usada para inferéncias filogenéticas, embora ndo seja tdo conservada quanto a
ultima (Bustard & Gupta, 1997).

A molécula de RecA também foi investigada quanto a aplicagdo em analises
filogenéticas, demonstrando congruéncia com os dados obtidos para rRNA 16S
considerando a analise comparativa de um mesmo conjunto de espécies (Eisen,
1995).

Contudo, sequéncias do operon ribossomal (rDNA 16S, 23S, 5S e regides
espacadoras rDNA 16S-23S) e de chaperoninas groEL figuram entre as mais
utilizadas em estudos de filogenia em bactérias. Milhares de sequéncias de rDNA
16S encontram-se disponiveis na base de dados do RDP (Ribossomal RNA Data
Project, Maidak et al, 1999) e do GenBank (URL: http://ncbi.nim.nih.gov).
Contudo, existe proporcionalmente menor numero de seqléncias dos genes 23S e

5S de bactérias. Dados de sequéncia das regibes espagadoras entre os genes
rDNA 16S-23S tém se acumulado em anos recentes, demonstrando a ocorréncia
de variagdo consideravel entre espécies, tanto no tamanho como na seqiéncia de
bases (Gurtler & Stanisich, 1996).

1.3.1. Operon Ribossdémico: Analise Filogenética de Seqiiéncias de

rRNA 16S e Regides Espagadoras rDNA 16S-23S

Os genes do operon ribossdémico (rDNA) codificam os RNA ribossomais 168,
23S e 5S integrantes do ribossomo, uma organela de fungdo essencial para a
sobrevivéncia de todos os organismos vivos (Woese, 1987; Gurtler & Stanisich,
1996). O operon rDNA de bactérias é transcrito em uma molécula de pré-rRNA
que contém, geralmente, o gene 16S, uma regido espagadora que pode conter
sequéncias de tRNA, o gene 23S e uma segunda regido espagadora, seguida do
gene 5S, na ordem 5’ para 3’ (Gurtler & Stanisich, 1996). Esse transcrito de pré-
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rRNA é clivado posteriormente em moléculas de rRNA e tRNA, atuantes no
processo de sintese de proteinas. Espécies bacterianas diferentes podem
apresentar numero de copias variavel do operon ribossémico (1 a 10), distribuidos

ao longo do cromossomo bacteriano (Gurtler & Stanisich, 1996).

A andlise filogenética da sequéncia de genes do operon ribossomal,
particularmente do rDNA 16S, € uma metodologia relativamente simples e com
alto poder de resolugédo, empregada na identificagdo de microrganismos em nivel
de género, e alguns casos espécie (Woese, 1987; Gurtler & Stanisich, 1996),
sendo também util na construgdo de classificagdes filogenéticas e elucidagio das
relagbes evolutivas entre microrganismos de modo geral (Woese, 1987; Doolittle,
1999). Essas moléculas podem ainda ser utilizadas como base para o
desenvolvimento de sondas e primers especificos para identificacdo de bactérias
(Giovannoni et al., 1996).

O emprego de sequéncias de rDNA 16S para estudos de filogenia se deve a
algumas caracteristicas apresentadas por essa molécula, como sua
universalidade e alto grau de conservagéo através da evolugao, além do fato de
que diferentes posicdes do gene acumulam alteragbes diferencialmente,
apresentando diferentes taxas de mutacéo (Woese, 1987). O fato desse gene ser
essencial no funcionamento do ribossomo, interagindo com outros rRNAs e
proteinas ribossomais, limita a possibilidade de transferéncia inter-especifica, que
pode interferir na construgdo de relagbes filogenéticas entre microrganismos.
Estas caracteristicas tornam esse gene um dos reldgios moleculares ideais para a

inferéncia de distancias evolutivas (Doolittle, 1999).

Entretanto, para alguns grupos de bactérias, analises do gene 16S nao séo
elucidativas para a diferenciacdo de espécies devido a baixa variabilidade

encontrada na sequéncia do gene.

Em Xanthomonas, analises preliminares de sequéncias de rDNA 16S de 26
linhagens, incluindo 7 .patovares de X. campestris e de outras espécies de
Xanthomonas, mostraram a ocorréncia de variagdo apenas na regido
compreendida entre as posi¢cdes 1064 e 1068 (de Parasis & Roth, 1990).
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Posteriormente, Moore et al. (1997) analisaram sequéncias de rDNA 16S de
oito taxo-espécies de Xanthomonas, definidas por van der Mooter e Swings
(1990), demonstrando que essas sequéncias sdo muito conservadas nos
organismos do género Xanthomonas, limitando a possibilidade do
desenvolvimento de primers especificos para diferenciagcdo de espécies.
Organismos identificados como taxo-espécies através de taxonomia numérica
(van der Mooter & Swings, 1990) ou espécies gendmicas em estudos de
homologia DNA:DNA (Vauterin et al., 1995) apresentaram sequéncias de rRNA
16S praticamente idénticas, com apenas 0,1% de diferenga, 0 que representa
aproximadamente 1 a 2 nucleotideos diferentes nos 1.500 pares de bases do
rDNA 16S.

Posteriormente, Hauben et al. (1997), em estudo mais extenso incluindo
todas as espécies de Xanthomonas com descri¢do vélida (Vauterin et al., 1995),
mostraram que as linhagens-tipo exibem indice de similaridade médio de 98.2%,
correspondendo a uma diferenga média de apenas 14 nucleotideos entre elas. A
comparagéo das sequéncias de rDNA 168, cujo tamanho variou de 1.498 a 1.502
nucleotideos, comprovaram que espécies desse género sdo agrupadas na
subdivisdo gama de Proteobacteria. Andlise das relagées filogenéticas entre as
espécies foram realizadas por Neighbor-Joining, revelando a formagao de dois
clusters principais: cluster 1, incluindo X. campestris e mais 14 espécies, cluster 2,
incluindo apenas X. sacchari, e cluster 3, compreendendo X albilineans,
X. translucens, X. hyacinthi e X theicola. As diferengas entre espécies de um
mesmo cluster foram muito baixas, sendo que entre algumas espécies ndo foram
detectadas quaisquer diferengcas nas sequéncias de nucleotideos do rDNA 16S
(Hauben et al. ,1997).

Por outro lado, o alinhamento de sequéncias de regido espagadora do rDNA
16S-23S disponiveis em bancos de dados evidenciou que nao existem regides
altamente conservadas nessa molécula. As regides onde ocorre maior homologia
sdo as correspondentes aos tRNAs. Contudo, deve-se notar que tRNAs néo estéo
presentes na sequéncia de todas as espécies nem em todos os operons de rDNA
(Gartler & Stanisich, 1996).
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As sequéncias espagadoras de rDNA 16S-23S podem apresentar variagées
de tamanho, devidas, em parte, ao numero e tipo de tRNAs que contém, sendo
que a maioria das bactérias Gram-negativas contém sequéncias de tRNA em uma
ordem conservada (Gurtler & Stanisich, 1996). Em Xanthomonas albilineans,
Honeycutt ef al. (1995) reportaram que os tRNA"™ e tRNA*? ocorrem na ordem
inversa a encontrada na maioria das outras bactérias, consistindo de 16S rDNA-
tRNA2tRNA'®-23S rDNA. Posteriormente, Lin e Tseng (1997) mostraram
evidéncias de que X. campestris tem duas copias do operon ribossomico. Dados
de eletroforese de campo pulsado indicaram que esses operons ndo estdo

organizados em clusters adjacentes.

Analises da regido espagadora para diferenciacdo de espécies bacterianas
tém sido empregadas no estudo de diversos grupos taxondomicos. Variagbes no
tamanho dessas sequéncias podem ser suficientes para discriminar entre
diferentes linhagens, enquanto que andlises de fragmentos amplificados por PCR
através de RFLP, DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis, Fisher e
Lerman, 1983; Muyzer et al.,, 1993) ou andlise de sequéncias podem fornecer
informacgdes adicionais para diferenciagdo de organismos com regido espagadora
de mesmo tamanho (para reviséo, consultar Gurtler & Stanisich, 1996).

Manceau e Horvais (1997), analisando a regiao espagadora de linhagens de
Pseudomonas syringae através de PCR-RFLP, demonstraram que ocorre grande
variabilidade entre essas seqUéncias nesse grupo, possibilitando a diferenciagdo
em nivel infra-especifico.

Aakra et al. (1999) demonstraram o potencial de utilizacdo de regides
espacadoras de rDNA 16S-23S em estudos filogenéticos de bactérias que
promovem oxidacado de amonia, dos géneros Nitromonas e Nitrosospira. Os
autores detectaram variagéo no tamanho da regido espagadora entre as diferentes
espécies e niveis de similaridade entre as seqliéncias variando de 42,9 a 96,2%.

Everett e Andersen (1997) investigaram as sequéncias espagadoras do
rDNA 16S-23S e parte do gene rDNA 23S de espécies de Chlamydia, concluindo,

apo6s analise de sequéncias, que essa metodologia constitui um método rapido e
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confiavel para identificagdo, agrupamento e classificagdo de linhagens desse
género. A aplicagdo destes métodos em analises taxondmicas e epidemioldgicas
de organismos de importancia clinica pode ser exemplificada em estudos de
identificagéo e diferenciacdo de espécies de Staphylococcus (Mendoza et al.,
1998) e Legionella (Riffard et al., 1998), que empregaram amplificagdo do rDNA
16S-23S por PCR e detecgéo de polimorfismo de tamanho ou anélises de PCR-
RFLP.

A utilizagdo de PCR e amplificagcdo de sequéncias de regido espagadora
para diferenciacdo de Xanthomonas foi realizada no estudo de Honeycutt et al.
(1995). Estes autores desenharam um par de primers capaz de detectar variagoes
no tamanho das seqléncias espagadoras de rDNA 16S-23S de X albilineans e
outras espécies e patovares de Xanthomonas, servindo, inclusive, como um

método diagnéstico para a espécie.

Maes et al. (1996) desenharam primers para diferenciagdo de linhagens de
patovares de Xanthomonas que causam CLS (Cereal Leaf Streak), a partir da
analise de sequéncias'varia’veis na regiao espagadora do rDNA 16S-23S de
linhagens de dois patovares de Xanthomonas associadas a doengas em cereais.
O par de primers apreséntado amplificou especificamente linhagens que causam
CLS, incluindo X. campestris pv. cerealis, pv. hordei, pv. secalis, pv. translucens e
pv. undulosa. Andlises de maior numero de linhagens e outros grupos de
Xanthomonas demonstraram que esses primers identificam especificamente o
grupo de linhagens de CLS, assim como linhagens que causam doenga em
gramineas, como X .cémpestn's pv. arrhenatheri, pv. graminis, pv. phlei, pv.
phleipratensis e pv. poae. Esses primers geram um fragmento de 139 pb,
correspondente a seqiéncia de tRNA™ nesses dois grupos de patdgenos.
Andlises de restricao demonstraram que os fragmentos s&o idénticos. Esse
método pode ser utilizado para detectar a presenga de patdgenos que causam

CLS em sementes, auxiliando no controle e prevengdo da dispersao da doenca.
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1.3.2. Operon GroESL na Taxonomia Bacteriana

Dentre as familias de chaperoninas, as proteinas GroE sdo bastante
estudadas. GroEL € a principal proteina antigénica de diversas bactérias
patogénicas, sendo denominada “antigeno comum das bactérias”. Estas proteinas
estido associadas ao desencadeamento de mecanismos de resposta autoimune

em vérias doengas bacterianas em animais (Gupta, 1995).

O operon groESL é composto por dois genes, groES e groEL, bastante
conservados evolutivamente, que agem em conjunto, auxiliando processos de
empacotamento e exportagado de proteinas celulares. As proteinas GroE sao
essenciais para o funcionamento das células em qualquer condigdo de
crescimento, porém a expressado das mesmas € regulada por dois promotores
temperatura-dependentes, um que atua na expressao do gene em temperaturas
proximas a temperatura 6tima de crescimento do organismo, e outro que passa a
responder em temperaturas acima ou abaixo deste o6timo. Essas proteinas
apresentam mecanismos de regulagdo tipicos de proteinas que respondem a
estresse por calor (heat-shock proteins ou Hsp), apresentando maior produgao de
proteinas GroE diretamente relacionada ao aumento de temperatura (para reviséao,
consultar Zeilstra-Ryalls ef al., 1991). Os genes groES e groEL sao separados por
uma regido espagadora, que pode variar de tamanho em diferentes

microrganismos (Gupta, 1995).

Essas caracteristicas sugerem que tanto as sequéncias génicas, como as de
proteinas, apresentam potencial para serem utilizadas como marcadores
taxondmicos e filogenéticos, a exemplo de outros semantideos altamente
conservados em estrutura e fungéo, como rRNA 16S e enzimas de house-keeping
(Woese, 1987; Maidak et al., 1999).

Viale e Arakaki (1994) realizaram estudos de filogenia envolvendo a analise
de sequéncias de proteinas GroEL de 66 organismos, representantes de diversos
taxa, incluindo bactérias e sequéncias de mitocondrias e cloroplastos. Os
resultados demonstraram que inferéncias evolutivas baseadas em seqliéncias de
GroEL concordam com a hip6tese evolutiva de origem das mitocondrias no grupo
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das bactérias a-Proteobacteria. As andlises de sequéncia também sustentam a

hipétese de origem dos cloroplastos no grupo das Cianobactérias.

Viale et al. (1994) demonstraram, através de andlises de comparagéo de 58
sequéncias de proteinas GroEL, que essa molécula € um reldégio molecular valido
para inferéncias filogenéticas, gerando dados que corroboram aqueles obtidos
atraves de andlises de sequéncias de rRNA 16S. Andlises de GroEL auxiliaram na
elucidagéo de relagbes taxondmicas controversas em alguns taxa, que n&o
puderam ser claramente definidas com base em analises de rRNA 168S.

Gupta (1995) realizou andlises semelhantes empregando sequéncias de
GroEL e GroES em estudos filogenéticos. Quanto a origem de organelas, Gupta
(1995) chegou a mesma conclusdo delineada por Viale e Arakaki (1994),
mostrando que as inferéncias baseadas em GroES levam a conclusdes similares
as obtidas para GroEL. As moléculas de GroEL apresentam um indice de
identidade minimo de 40% na suas sequéncias de aminoacidos, constituindo,
junto com as proteinas Hsp70 (DnaK), as proteinas mais evolutivamente
conservadas conhecidas (Segal & Ron, 1996).

A analise de sequéncias de chaperoninas como ferramenta para taxonomia e
filogenia de bactérias é ainda relativamente pouco empregada. Lungu et al. (1994)
descreveram a utilizagdo de uma regido do gene groEL como marcador para a
diferenciagéo de espécies de Mycobacterium e Nocardia. A partir da utilizagéo de
primers especificos, uma regido de 422 pb do gene groEL foi amplificada por PCR
e analises de RFLP geraram padroes especificos para 10 espécies de
Mycobacterium e 5 de Nocardia. Esse método permitiu a identificacéo correta de
105 amostras analisadas, comprovando a eficacia e sensibilidade desse método,

aliada a vantagem da rapidez na realizagéo de andlises.

Amplificagio de groEL de Haemophilus ducreyi por PCR, utilizando pares de
primers especificos para o gene deste organismo, demonstrou que o gene
apresenta grande potencial como marcador para essa espécie, muitas vezes dificil
de ser identificada através de caracteristicas culturais (Parsons et al., 1995).
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Dumler et al. (1995) utilizaram uma sequéncia de 425 pb do gene groEL na
identificagcdo de uma nova linhagem de Ehrlichia chaffensis. Essa espécie contava
penas com a linhagem-tipo como organismo-referéncia. O novo isolado mostrou-
se praticamente idéntico a linhagem-tipo, apresentando 99,9% de identidade na
sequéncia de rDNA 16S. Homélogos do operon groEL das linhagens analisadas
apresentaram padrdes de restrigao idénticos e 99,8% de identidade de sequéncia,
comprovando o potencial de utilizagdo destes genes para tipagem e identificagao

de microrganismos.

A diferenciagdo de microrganismos em nivel de espécie e infra-especifico
utilizando seqiiéncias de groEL também foi descrita para organismos do complexo
Mycobacterium avium-intracellulare (MAC). Swanson et al. (1997) utilizaram uma
regido de 360 pb do gene hsp65 de varias linhagens do complexo MAC,
diferenciando entre organismos das espécies M. avium e M. intracellulare. A
analise de seqléncia desse marcador permitiu a identificacdo de subgrupos nas
espécies estudadas e a diferenciagido de trés isolados de MAC com seqléncias
distintas.

Anadlises de sequéncias de groEL de Lawsonia intracellularis, amplificados
por PCR apds selegdo de biblioteca de expressdo para os genes groES e groEL,
revelaram que a sequéncia de groEL deste organismo ndo é relacionada a
nenhuma outra sequéncia disponivel em banco de dados. Esse dados corroboram
evidéncias provenientes de andlises de seqidéncias de rDNA 16S que sugerem
Lawsonia intracellularis como um novo grupo de enterobactérias (Dale et al.,
1998).

Em 1997, Sumner ef al. descreveram o que representa até o momento um
dos estudos mais completos utilizando dados de seqiéncia do operon groELS em
analises taxondmicas e ﬁlogenéticas. Os autores compararam sequéncias parciais
(409 pb) de groEL de espécies de Ehrlichia, Rickettsia rickettsii e Bartonella
henselae obtidas por PVCR, confirmando as relagdes filogenéticas estabelecidas
por andlises de sequéncia de rDNA 16S. Os resultados demonstraram uma maior

variabilidade entre as sequéncias de groEL e sua maior utilidade como marcador
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taxondmico para as espécies estudadas. Foram desenhados varios pares de
primers degenerados, detectando variagdo entre os tamanhos de regides
espacadoras do operon groESL entre as varias espécies analisadas, embora em
alguns grupos o tamanho das regides espagadoras tenha sido o mesmo. Um
método diagnéstico para E. chaffeensis foi proposto, com base na utilizacdo de
dois pares de primers em reagées de nested PCR.

Em Xanthomonas, o estudo filogenético das sequéncias de groELl das
linhagens patogénicas para tomate e pimentdo e linhagens-tipo de espécies de
Xanthomonas descrito no presente trabalho representa o primeiro relato da
utilizacdo destes marcadores para este grupo de fitopatégenos.
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1.4. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo a investigagéo e definicdo de novos
marcadores moleculares taxondmicos e filogenéticos para bactérias do género
Xanthomonas, enfocando principalmente o estudo da diversidade de
Xanthomonas spp. patogénicas para tomate e pimentdo, previamente

denominadas X. campestris pv. vesicatoria.

O estudo envolve a caracterizagdo de uma colegdo extensa de linhagens,
incluindo isolados brasileiros, linhagens-referéncia e tipo, e linhagens atipicas do

grupo, que seréo caracterizadas através de:
e anadlise de RFLP de rDNA 16S e regiées espagadoras de rDNA 16S-23S;
e analise de polimorfismo do gene groEL através de PCR-RFLP;

e andlise filogenética da sequéncia de regides espagadoras de rDNA 16S-23S e
do gene groEL.

Os resultados obtidos .nos estudos de caracterizagéo citados acima serao
analisados visando a avaliagao do potencial dos diferentes marcadores para:

o diferenciacio de espécies do género Xanthomonas;

s diferenciagdo de isolados atipicos do grupo de Xanthomonas fitopatogénicas
para tomate e pimentao, incluindo linhagens X. campestris pv. vesicatoria

atipicas (nonA/nonB),

o estudo das relagbes filogenéticas entre os organismos do género

Xanthomonas;

e desenvolvimento de métodos especificos para detecgdo de Xanthomonas

patogénicas para tomate e pimentao.
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2. Material e Métodos

2.1. Linhagens Bacterianas

As linhagens brasileiras de Xanthomonas sp. (ex Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria) estudadas neste trabalho foram cedidas pelo Dr. Juilio Rodrigues
Neto, da colegdo de culturas do IBSBF - Instituto Biolégico, Segdo de Bacteriologia
Fitopatolégica, Campinas (SP). As linhagens de referéncia e linhagens-tipo de
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, Xanthomonas vesicatoria e as demais
linhagens-tipo de especies de Xanthomonas foram adquiridas junto a Colegéo de
Culturas da LMG, (Laboratorium voor Microbiologie, Gent, Bélgica), através da
Colecao de Culturas Tropical (CCT). As linhagens de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria atipicas e do grupo nonA/nonB, foram cedidas pelo Dr. Jefrey Jones,
Universidade da Flérida e Dr. Blanca Canteros, Argentina. A lista completa de
linhagens estudadas encontra-se na Tabela 2.1.

2.2. Meios de Cultura e Condicdes de Cultivo

As linhagens adquiridas, preservadas por liofilizagdo, foram reativadas
através de reidratagdo com a adigdo de aliquotas de meio NB ou NYGB, dentro
das préprias ampolas, com auxilio de pipeta Pasteur, a temperatura ambiente.
Aliquotas de 200 a 400 uL das culturas foram plagueadas em meio NYGA ou NA
com auxilio de alga de Drigalski. Paralelamente, uma aliquota de 100 puL da
resuspensiao foi também inoculada em 50 mL de meio NYGB ou NB para garantir
a reativagdo caso as culturas nido se mostrassem vidveis nos plagueamentos em
meio sélido. As culturas foram incubadas a 28 °C por 24-72 horas e sua pureza foi

verificada através de coloragdo de Gram.

O cultivo das linhagens para os ensaios de caracterizagdo fenotipica e
preparagdo de biomassa foram realizados empregando-se meios de culturas

especificos, conforme descrito nos protocolos experimentais a seguir.
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Tabela 2.1. Linhagens bacterianas estudadas neste trabalho.

Linhagens Hospedeiro

Fonte ou referéncia

Stenotrophomonas maltophilia
LMG 958" Paciente com cancer
Xanthomonas albilineans

LMG 494" Saccharum officinarum
X. arboricola pv. juglandis

LMG 747" Juglans regia
X. axonopodis pv. axonopodis

LMG 538" Axonopus scoparicus

X. axonopodis pv. vesicatoria

LMG 667 Lycopersicon lycopersicum
LMG 668 Capsicum annuum

LMG 906 Nao citado

LMG 909 Capsicum sp.

LMG 910 Capsicum sp

LMG 913 Capsicum sp

LMG 914 Lycopersicon lycopersicum
LMG 922 Capsicum frutescens

LMG 929" Lycopersicon lycopersicum
X. bromi

LMG 947 Bromus carinatus

X. campestris pv. campestris

LMG 568" Brassica oleracea

X. cassavae

LMG 673 Manihot esculenta

X. codiaei

LMG 86787 Codiaeumn variegatum

R. Hugh, 1966.

Fiji. D.Dye, 1961

Nova Zelandia. D.Dye, 1956

Colombia. M. Starr, 1949,

D. Watson, 1976; LMG

Cook Island. D. Watson, 1978.

Kishun; LMG

Costa do Marfim. H. Maraite, 1980.

Marrocos. H. Maraite, 1980.

Senegal. D. Perreaux, 1979.

Senegal. D. Perreaux, 1979.

EUA. W. Burkholder, 1939.

EUA. R. Stall, 1969. (Referéncia do patovar).

Franga. R.Samson,1980.

UK. E. Billing, 1957.

Malawi. J.Bradbury, 1951.

EUA. A. Chase, 1987.




Tabela 2.1. Continuagao.

Linhagens Hospedeiro Fonte ou referéncia

X. cucurbitae

LMG 690" Cucurbita maxima Nova Zelandia. D.Watson, 1968.
X. fragariae

LMG 708" Fragaria ananassa EUA. B. Kennedy, 1960.

X. hortorum pv. hederae

LMG 7337
X. hyacinthi
LMG 739"
X. melonis
LMG 8670"
X. oryzae
LMG 5047'
X. pisi

LMG 847"
X. sacchari

LMG 4717

Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria)

IBSBF 251

IBSBF 317

IBSBF 331, 332
IBSBF 345, 346
IBSBF 400, 401
IBSBF 407

IBSBF 411, 412
IBSBF 414, 415
IBSBF 433

IBSBF 418, 419, 420

Hedera helix

Hyacinthus orientalis

Cucumis melo

Oryza sativa

Pisum sativum

Saccharum officinarum

Lycopersicon esculentumn
Nicotiana tabaccum
Capsicum annuum
Capsicum annuum
Capsicum annuum
Lycopersicon esculentum
Capsicum annuum
Capsicum annuum
Lycopersicon esculentumn

Lycopersicon esculentum

EUA. W.Burkholder.

Holanda. E.van Slogteren, 1958.

Brasil. J.R. Neto, 1974.

india. Y.Rao, 1965.

Japao. N.Okabe,1957.

Guadelupe. M.Beramis.

Piracicaba, SP. J. R. Neto, 1980.

n.d., O. Kimura, n.d.

Mogi-das-Cruzes, SP. J. R. Neto, 1981.
Ubatuba, SP. J. R. Neto, 1981.

Arealva, SP. J. R. Neto, 1982.

Elias Fausto, SP. J. R. Neto, 1982.

Monte Mor, SP. J. R. Neto, 1982

Elias Fausto, SP. J. R. Neto, 1982.
Aragatuba, SP. J. R. Neto, 1982,

Santa Barbara D'Oeste, SP. J. R. Neto, 1982.




Tabela 2.1. Continuagao.

Linhagens Hospedeiro Fonte ou referéncia

IBSBF 427 Lycopersicon esculentum Serra Negra, SP. J. R. Neto, 1982.
IBSBF 465 Lycopersicon esculentum Itu, SP. J. R. Neto, 1983.

IBSBF 478 Capsicum annuum Casa Branca, SP. J. R. Neto, 1983.
IBSBF 479 Lycopersicon esculentum Monte Mor, SP. J. R. Neto, 1983.

IBSBF 483 Lycopersicon esculentum Dracena, SP. J.R. Neto, 1983.

IBSBF 484 Lycopersicon esculentum Presidente Prudente, SP. J. R. Neto, 1983.
IBSBF 486 Lycopersicon esculentum Santo Anastacio, SP. J. R. Neto, 1983.
|BSBF 646 Capsicum sp. (pimenta) Atibaia, SP. V.A. Malavolta, 1988.

IBSBF 720 Capsicumn sp. Petrolina, PE. J.R. Neto, 1988.

IBSBF 925 Lycopersicon esculentum Boituva, SP. J.R. Neto, 1973.

IBSBF 948 Capsicum bacatum Paranapua, SP. |.M.G. Almeida, 1992.
IBSBF 978 Lycopersicon esculentum Jaboticabal, SP. R.C. Panizzi, 1992.
IBSBF 1145 Capsicum annuum Capao Bpnito, SP. J. R. Neto, 1995.
IBSBF 1165 Lycopersicon esculentum Indaiatuba, SP. V.A. Malavolta, 1995.
IBSBF 1196 Lycopersicon esculentum Monte Mor, SP. LM.G. Almeida, 1995.
IBSBF 1208 Lycopersicon esculentum Capao Bonito, SP. |.M.G. Almeida, 1995.

Xanthomonas sp. (ex Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, grupo nonA/nonB*)

BV5-4a
XV330
XV334
Xv338
XVv343
Xv440
Xv441
XV560
XV655

Lycopersicon esculentum
Capsicum annuum
Capsicum annuum
Capsicum annuum
Capsicum annuum
Lycopersicon esculenturn
Lycopersicon esculentum
Lycopersicon esculentum

Capsicum annuum

Argentina. B. Canteros.
Barbados. J. Jones.
Barbados. J. Jones.
Barbados. J. Jones.
Barbados. J. Jones.
Costa Rica. J. Jones.
Costa Rica. J. Jones.
Guatemala. J. Jones.

Porto Rico. J. Jones.




Tabela 2.1. Continuagao.

Linhagens Hospedeiro Fonte ou referéncia
X. theicola
LMG 8684 Camellia sinensis Japao. K.Uehara, 1974.

X. translucens

LMG 876" Hordeum vulgare EUA. C.Reddy, 1933.

X. vasicolapv. holcicola

LMG 736" Sorghum bicolor Nova Zelandia. D.Watson,1969

X. vesicatoria

LMG 911" Lycopersicon lycopersicum  Nova Zelandia. D. Dye, 1955.
LMG 916 Lycopersicon lycopersicum  Nova Zelandia. D. Dye, 1955.
LMG 917 Lycopersicon lycopersicum  Nova Zelandia. D. Dye, 1955.
LMG 919 Lycopersicon lycopersicum  Rodésia. A. Rothwell, 1956.
LMG 920 Lycopersicon lycopersicum  ltalia. G. Goidanich, 1959.
LMG 935 Lycopersicon lycopersicum  Hungria. Z. Klement, 1960.
Xylella fastidiosa

PLS 6 n.d. n.d.

n.d. — dado néao disponivel; * linhagens nonA/nonB: linhagens descritas por Bouzar et al (1994a) que
apresentam caracteristicas fenotipicas das linhagens de ex X. campestris pv. vesicatoria grupos A (X
axonopodis pv. vesicatoria) e B (X. vesicatoria).

2.2.1. Meios NA e NB (Difco)

Extrato de carne (DifCo) .....cceveeeeeiiieeecceeee e 3,090
Bacto-Peptona (DifCo) .......ceeeeerevreeereeeeceeceeee e 5049
Agua destilada ..........ouecueeeeeieeeeeeeee e g.s.p. 1000 mL

O meio sélido NA foi preparado adicionando-se 12,0 g de agar para cada litro
de NB.
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2.2.2. Meio NYGA e NYGB (Turner et al., 1984)

Bacto-Peptona (DifCo) ......ccccveeiirecieeciiecceeeceeeeeeeeeeee e 509
Extrato de levedura (DifCo)..........coveeeeciiiiecceiieceee e, 30g
Glicerol (SIgma).......ceueiieeeiieeeeiieee et 20,09
Agua destilada ............o.oueveeeereereeeeeeeee e g.s.p. 1000 mL

O meio sdlido NYGA foi preparado adicionando-se 12,0 g de &gar para cada
litro de NYGB.

2.2.3. Meio de Kado (Kado & Heskett, 1970)

Caseina hidrolisada (DifCO) ......cccccevvurreeeeeeeeeeeceeececeeeeeeees 8,0¢
Extrato de levedura (DifCo)........ccecvmeeeecieeereeeieeeeeceneeee e, 40¢
K2HPO4 (SIgmMa) ...t 20g
MgSO04.7H20 (SIgMa) ....cooeveeereiieeieeeeeeee e 03g
SacaroSe (SiGMa)...ccceeirreervrerrerirrieeeeeeeeeessreeeeeessseeeessesnes 10,0 g
Agua destilada ...........ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e g.s.p. 1000 mL

O MgSO47H.0O foi dissolvido separadamente em 50 mL de &gua e
adicionado ao meio imediatamente antes de autoclavar. O meio sélido foi
preparado com a adigdo de 12,0 g de agar por litro de meio.

2.2.4. Meio GYCA, com modificacoes (Vauterin et al., 1991b)

(OF= 1010 LY (5710 1117 | F OO O 30,09
Extrato de levedura (DifCo)......cccceeeeueieeeeeeeeeceeecee e 50¢9
GlicoSe (SIGMA)...ccceiiiicciiricetee e e 10,0 g

Agua destilada ...........ooeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e g.s.p. 1000 mL



2.2.5. Meio para Detecg¢do de Atividade Amilolitica
Amido solavel (SiIgMma) ......cccceeeeeerrciirrene e 2,0g
MEIO NYGB ... g.s.p- 1000 mL

O meio sélido foi preparado com a adigdo de 1,2% de agar. A revelagdo das
placas foi feita através de coloragdo com solugao alcodlica de lugol, permitindo a
visualizag&o de halos formados ao redor das colnias positivas.

2.2.6. Meio para Detecg¢ao de Atividade Celulolitica

Carboximetilcelulose (Sigma).......cccceecceveeeiiieecececceeeee, 5049
Extrato de levedura (Difco).......ccccoveveiirciieiiieeeeeceeeeeee e 10g
Glicerol (SigmMa).....cccueeeeiieciiieieierer e e e see e aa e 5049
Meio minimo M9O.......oooriie e, g.s.p. 1000 mL

O Meio Minimo foi preparado previamente de acordo com Sambrook et al.,
(1989). A carboximetilcelulose foi dissolvida separadamente. A solugido foi
eventualmente aquecida para facilitar a dissolugdo e o meio sélido foi preparado
com a adigdo de 1,2% de &agar. A revelagio das placas foi feita corando-se as
mesmas com solugdo de Congo-Red 0,1%, permitindo a visualizagdo de halos

mais claros ao redor das colénias positivas.

2.2.7. Meio para Deteccdo de Atividade Pectinolitica (Bocarra et al.,

1988)
Glicerol (Sigma)......cccveiriirrecrrrerree e e e e e e e e e 509
Extrato de Levedura (DifCO) ........uvereeiieireciiiiieeecccrreeeee e, 1,0g
(=T (] T= W o1 (o= RS 50g¢
Meio minimo M9.......ccooriiiiccrcrereere e, g.s.p- 1000 mL

O Meio Minimo foi preparado anteriormente de acordo com Sambrook et al.,
(1989). O meio solido foi preparado com a adigdo de 1,2% de agar. A revelagdo
das placas foi feita com a adigdo de uma solugdo de hexadeciltrimetil ammonium
bromide 1%, com visualizagdo de halos translicidos em torno das col6nias
positivas, em contraste com o precipitado opaco derivado do contato da pectina
com a solugéo de reveladora.



2.2.8. Meio para Detecc¢ao de Atividade Proteolitica (Tang et al., 1989)
Solugéo de Leite Desnatado 10% (Skim Milk, Difco) .......... 200,0 mL
MeEIO NYGA ... g.s.p. 1000 mL

Foi preparada uma solugdo de Skim Milk a 10%. A soluggo foi autoclavada
por 7 min., a pressao de 1 atm. A solugdo estoque foi misturada ao meio NYGA
(1,2% de é&gar) na proporgdo de 1:5, para uma concentragao final de 2,0%. A
detecgdo de atividade proteolitica foi verificada a partir da formagdo de halos
translicidos ao redor das coldnias positivas.

2.3. Extragao de DNA Genémico em Pequena Escala

O DNA genémico das linhagens foi extraido de acordo com Pitcher et al.
(1989), com pequenas modificagbes. As extragbes foram feitas a partir de cerca
de 50 mg de biomassa celular cultivada em placas de meio NA ou NYGA,
incubadas a 28 °C por 24-72 horas. A biomassa celular foi raspada da superficie
do meio de cultura com alga de platina e as células foram homogeneizadas em
500 pL de tampéo TE (Sambrook et al., 1989) em tubos de microcentriguga de 1,5
mL, para lavagem e eliminagdo do excesso de exopolissacarideos, sendo
centrifugadas em seguida. Algumas extragGes foram feitas a partir de 2-5 mL de
cultura liquida em meio NB ou NYGB. Apés crescimento por 16 h, as células foram
precipitadas por centrifugacdo em tubos de microcentrifuga e a biomassa celular
foi lavada em TE como descrito anteriormente.

Foi entéo preparada uma suspensao a partir do precipitado de células com a
adicdo de 100 uL de TE pH 8.0 contendo 2 mg/mL de lisozima e os tubos foram
incubados a 37 °C por 30 minutos. Foram adicionados 500 plL de solugédo de
tiocianato de guanidina 5 M para promover a lise. As amostras foram agitadas
brevemente em vortex, incubadas a temperatura ambiente por 5-10 minutos e os
lisados foram resfriados em gelo. Adicionou-se 250 pL de acetato de aménio 7,5 M
gelado, misturados as amostras por inversdao dos tubos repetidas vezes,
gentilmente. Os tubos foram incubados por 10 min. em gelo, sendo entao
adicionados 500 ulL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1, v/v) com agitagao
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manual até homogeinizagdo e posterior centrifugagdo a 13.000 rpm (Sorvall
MC12V) por 10 minutos.

A fase aquosa foi transferida para novo tubo e adicionou-se 0.54 V de
isopropanol para a precipitagdo do DNA. Os tubos foram invertidos vérias vezes
para misturar bem as fases, até visualizagdo de um precipitado fibroso branco. As
amostras foram centrifugadas a 6.500 rpm por 20 segundos. Os precipitados de
DNA foram lavados 3-4 vezes com etanol 70%. Pulsos curtos de centrifugagédo (30
seg. a 1 min.) foram aplicados para reprecipitar o DNA entre as lavagens caso
necessario. O excesso de alcool foi evaporado por secagem em estufa a 37 °C ou
55 °C.

O DNA precipitado e seco foi dissolvido em 200 uL de TE pH 8.0. Foram
adicionados 2 uL de RNAse A (10 mg/mL}), com incubagéo a 37 °C por 1 h. Foram
adicionados 40 pL de LiCl 4 M para ajuste da concentragio de sal, ap6s o que foi
feita a extragdo com cloroférmio/alcool isoamilico para remogao de proteinas. As
fases foram misturadas manualmente e as amostras foram centrifugadas a 13.000
rpm por 10 minutos. O DNA>foi precipitado com a adigéo de 2 V de etanol gelado,
o material foi misturado por inversdo e centrifugado por 20 segundos, 6.500 rpm.
O precipitado foi lavado 2 vezes com etanol 70%, as amostras foram secas a

vacuo e o DNA foi dissolvido em 20-50 pL de H,O mili-Q e estocado a 4 °C.

2.3.1. Solucéo de Tiocianato de Guanidina5 M

A preparagao da solugéo de Tiocianato de Guanidina 5 M seguiu o protocolo
descrito por Pitcher et al. (1989), onde 60,0 g de tiocianato de guanidina (Sigma)
foram dissolvidos em 20,0 mL de H>O mili-Q (esterilizada) e 20,0 mL de EDTA
0,5 M pH 8,0 (esterilizada), sob agitagao constante, em banho aquecido a65°C. A
solugéo foi resfriada a temperatura ambiente e 5,0 mL de N-lauril sarcosina 10%
(esterilizado) foram adicionados. O volume foi completado para 100,0 mL com
H2O mili-Q esterilizada e a solugéo foi filtrada em membrana 0.45 pm. A solugéo

foi estocada a temperatura ambiente em vidro escuro.
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2.4. Amplificagao de rDNA 16S, Regido Espacadora rDNA 16S-23S
e groEL por PCR

As sequéncias de DNA utilizadas como marcadores taxonémicos neste
trabalho, o gene de rDNA 16S, fragmentos da regido espagadora de rDNA16S-
23S e fragmentos de seqiéncia conservada do gene groEL, foram amplificadas
por PCR empregando conjuntos de primers e condigbes de amplificagdo distintas,
conforme descrito a seguir. Os primers (oligonucleotideos iniciadores) utilizados
na amplificagdo do DNA encontram-se listados na Tabela 2.2.

As reagdes de PCR continham as seguintes concentragdes de componentes:
0,4 uM dos primers (16S e regiao espagadora); 0,5 uM dos primers (groEL); 0,2
mM dNTPs; 2 U Taq polimerase (CentBio ou Pharmacia); tampao de reagio
fornecido pelo fabricante da enzima utilizada; 2 mM MgCl, (para o tampéo da
enzima CentBio); volume final de 50 puL. As amplificagbes foram realizadas em
equipamento Perkin-Elmer GeneAmp 9600 (Perkin Elmer, USA), com a utilizagao
de tubos de reagao de 0,2 mL (Perkin Eimer, USA).

2.4.1. Amplificagdo de rDNA 16S

As condigbes utilizadas para amplificagdo foram: 1 ciclo a 95 °C/2 min.,
seguido de 30 ciclos de 94 °C/1 min, 55 °C/1 min. e 72 °C/3 min., seguidos de um
ciclo final de extensao a 72 °C/5 min. Para as reag¢é6es, foram utilizados 50 a 100
ng de DNA genbmico como molde. A seqiléncias dos primers utilizados
encontram-se listadas na Tabela 2.2.

2.4.2. Amplificagdo de regidao espagadora de rDNA 16S-23S

As condigbes utilizadas para amplificagdo foram: 1 ciclo a 95 °C/2 min.,
seguido de 30 ciclos de 94 °C/1 min, 60 °C/1 min. e 72 °C/3 min., seguidos de um
ciclo final de extensdo a 72 °C/5 min. Para as reagdes, foram utilizados 50 a 100
ng de DNA gendmico como molde. A seqiéncias dos primers utilizados
encontram-se listadas na Tabela 2.2 e um esquema dos primers e fragmento

amplificado encontra-se representado na Figura 2.1.
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16S rDNA tRNA-ala tRNA-ile 23S rDNA
pHr p322-anti
I
I
1Kb

Figura 2.1. Esquema dos primers utilizados para amplificagao da regiao
espacadora do rDNA 16S-23S de bactérias.

2.4.3. Amplificacao de seqiiéncia parcial do gene groEL

Os primers utilizados foram obtidos com a Prof. Dra. Suely Lopes Gomes
(Instituto de Quimica, USP, Sao Paulo, SP), tendo sido desenhados com base em
seqléncias conservadas de GroEL de diferentes organismos pela referida autora
(Suely Gomes, comunicagcao pessoal). A sequéncias dos primers utilizados
encontram-se listadas na Tabela 2.2 e um esquema dos primers e fragmento

amplificado encontra-se representado na Figura 2.2.

As reacdes de PCR foram montadas como descrito anteriormente, utilizando
as seguintes condi¢gdes de amplificacdo: 1 ciclo 94 °C/5 min, seguido de 30 ciclos
de 94 °C/1 min., 40 °C/2 min. e 72 °C/3 min., com um ciclo final de extensdo a
72 °C/7 min.



groES groEL

Hsp605

1KB

Figura 2.2. Esquema do operon groES-groEL e localizagao dos primers

degenerados Hsp605 e Hsp603 para um fragmento do gene groEL

baseados em sequéncias conservadas da proteina GroEL (Hsp60) de

bactérias.
Tabela 2.2. Primers utilizados nas reag¢des de amplificacdo por PCR.

Primer Segqiiéncia (5' —» 3')* Fonte ou Fragmento
referéncia amplificado

27f AGA GTT TGATCM TGG CTC AG Lane, 1991 rDNA 16S

1525r AAG GAG GTGWTC CAR CC Lane, 1991 rDNA 16S

pHr TGC GGC TGG ATCACCTCCTT Massol-Deya et | Regido espagadora
al., 1995 do rDNA 16S-23S

p322-anti |GGT TCT TTT CAC CTT TCC CTC Honeycutt et al., | Regido espacadora
1995 do rDNA 16S-23S

HspB05 | TAT GAATTC GGB CCS AAG GGB CGS Dr. Suely Fragmento do gene

(forward) |AAC GT Gomes, 1Q, USP |groEL

HspB03 | TAT AAG CTT GCS AGS CGY TCC TGS Dr. Suely Fragmento do gene

(reverse) |[AGCTTY TC Gomes, 1Q, USP |groEL

“Bases degeneradas: B=T,G,C,M=CA;R=AG; S=G,C,W=AT;Y=CT.




2.5.Andlises de Polimorfismo de Restricao (RFLP)

As anadlises de RFLP dos fragmentos de amplificagdo de rDNA 16S, regiéo
espagadora rDNA 16S-23S ou gene groEL foram feitas utilizando enzimas de
restrigo adquiridas comercialmente (Gibco, Pharmacia, Promega ou Sigma),
sendo as reagbes realizadas segundo as especificagbes dos fabricantes. As
enzimas empregadas na digestao dos fragmentos foram: Alu |, Apal, Ava ll, Bg/|,
BamH |, Dde |, Dra |, EcoR |, EcoR V, Hae lll, Hind Ill, Hinfl, Msp |, Pst |, Rsa |,
Sac |, Sac ll, Sall, Sma |, Taq | e Xho |. A digestao dos produtos de PCR foi
realizada diretamente, sem prévia purificagdo dos fragmentos.

O perfil de bandas de DNA foi visualizado através da técnica de eletroforese
horizontal com gel de agarose submerso. As concentragdes dos géis de agarose
variaram de 0.6% a 4%, de acordo com o tamanho do fragmento de DNA a ser
visualizado. A agarose foi preparada em tampdo Tris-EDTA-Borato (TEB) 1 X
(preparado a partir de solugéo estoque TEB 5 X: 0,1 M Tris, pH 8,0; 0,1 M &cido
bérico; 2 mM EDTA pH 8,0). O mesmo tampdo foi utilizado para as corridas

eletroforéticas.

Os géis com concentragdo de agarose acima de 2% foram utilizados para
andlises de RFLP e preparados sempre a partir de mistura 2:1 de agarose comum:
agarose low-melting e dissolvidos em banho-maria em microondas. As
eletroforeses para visualizagdo de fragmentos derivados de analises de RFLP
foram realizadas a 5 a 6 V/cm de gel.

Os géis foram pré-corados com solugdo de brometo de etidio 10 mg/mL e
apos a corrida o DNA foi visualizado em transiluminador com luz ultravioleta. Os
resultados foram fotografados em filme de revelagao instantanea Polaroid preto-e-

branco.



2.6. Sequenciamento e Analise Filogenética de Fragmentos da
Regidao Espagadora rDNA 16S-23S e Gene groEL

O sequenciamento dos fragmentos de amplificagéo de regido espagadora
rDNA 16S-23S e groEL foi feito diretamente a partir dos produtos de PCR,
segundo protocolos recomendados para cycle-sequencing do sistema ABI
(Applied Biosystems, USA). O sequenciamento foi realizado em equipamento ABI
397 (Applied Biosystems, USA), empregando os mesmos primers utilizados para
as amplificag6es de PCR.

As andlises filogenéticas foram realizadas utilizando o programa GDE
(hitp:/ftp.bic.indiana.edu/soft/molbio/unix/GDE) e pacotes de analises associados
ao programa, incluindo ClustalW e o pacote de programas PHYLIP de inferéncia
filogenética (Phylogenetic Inference Package, Felsenstein, 1993). Seqtiéncias-
referéncia de outros microrganismos foram recuperadas do GenBank através de
buscas de homologia empregando o programa BLAST (hitp:/ncbi.nim.nih.qov/).
Foram utilizadas os métodos de inferéncia filogenetica baseados em distancia e
probabilidade nas analises filogenéticas efetuadas (Nei, 1996), com o emprego
dos algoritmos de distancia de Jukes/Cantor (JC) e o maximum likelihood
(DNAML), implementados no pacote de programas PHYLIP (Felsenstein, 1993).
As arvores filogenéticas foram construidas utilizando o algoritmo de Neighbor-
Joining (Nei, 1996).

2.7. Caracterizacao Fenotipica de Xanthomonas spp.

2.7.1. Produgao de enzimas extracelulares

A produgao de enzimas extracelulares foi verificada através de degradagéo
de substratos especificos em meios de cultura. Os meios de cultura utilizados e a
revelagao dos testes encontram-se descritos nos itens 2.2.5 a 2.2.8.

Os inbculos para os testes foram feitos utilizando-se uma suspenséo
bacteriana crescida em meio NYGB por 18 hs a 28 °C em agitador (180-200 rpm).
As culturas foram inoculadas com alga de platina em pontos definidos nas placas
contendo meio de ensaio. As placas foram incubadas a 28 °C com leituras

realizadas apds 24 e 48 horas de incubag&o.



56

3. Resultados

Um total de 76 linhagens, incluindo 32 linhagens de Xanthomonas sp. (ex
X. campestris pv. vesicatoria) isoladas no estado de S&o Paulo, 33 linhagens-tipo
e referéncia de espécies de Xanthomonas patogénicas para tomate e pimentdo e
de outras espécies do género Xanthomonas, 9 linhagens atipicas do grupo
nonA/nonB de Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) e linhagens-
referéncia de Stenotrophomonas maltophilia e Xylella fastidiosa, foram analisadas
através da aplicagdo de métodos de caracterizagdo molecular, fenotipica e
guimiotaxonémica.

As andlises de taxonomia molecular incluiram a caracterizagdo de
polimorfismo de rDNA 16S, regido espagadora rDNA 16S-23S e de uma regido do
gene groEL, amplificados por PCR, além de sequenciamento e andlise filogenética
dos fragmentos de regiao espagadora rDNA 16S-23S e gene groEL para um grupo
de linhagens selecionadas. A caracterizagdo fenotipica incluiu a determinagdo do
perfiil de atividade de enzimas extracelulares de linhagens tipo de
X. axonopodis pv. vesicatoria e X. vesicatoria e linhagens atipicas brasileiras e do
grupo nonA/nonB de Xanthmonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria).

3.1. Analise de RFLP da Regiao Espacadora do rDNA 16S-23S

3.1.1. Caracterizagéo de linhagens de Xanthomonas spp. patogénicas

para tomate e pimentao

Inicialmente, o potencial da regido espagadora do rDNA 16S-23S para
diferenciagdo de Xanthomonas em nivel de espécie foi avaliado através de
andlises de RFLP. Foram amplificados os DNAs genO6micos das seguintes
linhagens tipo e referéncia de Xanthomonas spp. (definidas por Vauterin et al.,
1995): X axonopodis pv. axonopodis LMG 538, X axonopodis pv. vesicatoria
LMG 929, X. campestris pv. campestris LMG 568 e X. vesicatoria LMG 911.

A amplificagéo da regido espagadora do rDNA 16S-23S com os primers pHr
e p322-anti (Figura 2.1) resultou em uma banda de cerca de 1 kb, para todas as
linhagens testadas, incluindo além da regido espagadora, com cerca de 600pb,
uma regido de cerca de 300 pares de base do gene 23S.
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Diversas enzimas de restricgdo foram utilizadas para investigagdo de
polimorfismos no fragmento de regido espacadora rDNA 16S-23S de
X. axonopodis pv. axonopodis LMG 538, X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 929,
X. campestris pv. campestris LMG 568 e X. vesicatoria LMG 911. Inicialmente,
foram testadas endonucleases com sitio de reconhecimento de 6 pares de base,
como: Apa |, Aval, BamH |, Dral, EcoR |, EcoR V, Hind lll, Pstl, Sac |, Sac ll,
Sall, Smal e Xho |, e a enzima Bgl |, que reconhece sitios degenerados com 11
pares de base.

Foi observado que o fragmento génico amplificado ndo apresentou sitio de
restricdo para a maioria das enzimas testadas, incluindo Apa |, Ava |, BamH |,
Sacl, Sacll, Sall, Smal e Xho |. Restricdes com EcoR |, EcoR V, Hind ill ou Pst |
geraram duas bandas, mas ndo foi detectado polimorfismo entre as linhagens
testadas, exceto para a enzima Pst |, que permitiu a diferenciagdo de
X. campestris pv. campestris LMG 568 das demais linhagens testadas. A Figura
3.1 ilustra os resultados obtidos para algumas das enzimas testadas.



Figura 3.1.
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C)

Perfil de restricdo de fragmentos da regido espacadora do rDNA 16S-

23S de linhagens-tipo e referéncia de Xanthomonas.

DNA de X. axonopodis pv. axonopodis LMG 538, X. campestris pv.
campestris LMG 568, X. vesicatoria LMG 911 e X. axonopodis pv.
vesicatoria LMG 929 digerido com BamH | (A: 1-4), Bgll (A: 5-8),
EcoR | (A: 9-12), EcoR V (B: 14), Hind Ill (B:5-8), Xho | (B: 9-12) e
Pst | (C: 1-4); M: Kilobase ladder e M’: 100 pb /adder (Pharmacia).
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Devido a auséncia de sitios de restrigdo e polimorfismos para as enzimas
inicialmente selecionadas, foram testadas endonucleases com sitios de
reconhecimento de 5 pb, como Dde | e Hinfl, e 4 pb, como Alul, Msp |, Rsa |l e
Tag |. As enzimas Msp |, Rsa | e Tag | ndo evidenciaram polimorfismos para as
linhagens testadas. Os resultados estdo apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Resultados da andlise de restrigdo de fragmentos da regido
espagadora rDNA 16S-23S de X axonopodis pv. vesicatoria e

X. vesicatoria utilizando diferentes endonucleases.

Endonuclease Presenca de sitio Polimorfismo  Pertil de bandas (pb)*

de restricédo
Alul + + Padrdo apresentado na Figura 3.2
Apal - - Fragmento nio-digerido (1 kb)
Avall - - Fragmento nao-digerido (1 kb)
Bgl| - - Fragmento nao-digerido (1 kb)
BamHlI - - Fragmento nao-digerido (1 kb)
Dde | + + Padrao apresentado na Figura 3.2
Dral + + Padrao apresentado na Figura 3.6
Eco Rl + - Bandas com 300 e 700 pb
Eco RV + - Bandas com 400 e 600 pb
Hae lll + + Padrao apresentado na Figura 3.6
Hind Ill + - Bandas com 400 e 600 pb
Hinf1 + + Padrao apresentado na Figura 3.2
Msp | + - Bandas com 120 e 880 pb
Psti + - Bandas com 350 e 650 pb
Rsal + - Bandas com 150 e 850 pb
Sacl - - Fragmento no-digerido (1 kb)
Sacll - - Fragmento nao-digerido (1 kb)
Sall - - Fragmento ndo-digerido (1 kb)
Small - - Fragmento nZo-digerido (1 kb)
Taq| + - Bandas de 60, 100, 150, 170 e 520 pb
Xho | - - Fragmento ndo-digerido (1 kb)

*Tamanho de bandas estimado com base no padrdao de tamanho de fragmentos utilizado como
referéncia nos géis de agarose (50 pb /ladder e 100pb /adder, Pharmacia)
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Digestées com Alu |, Dde | e Hinf | resultaram em polimorfimos para as
linhagens-referéncia das diferentes espécies e patovares testadas (Figura 3.2).
Um conjunto maior de linhagens-referéncia de X. axonopodis pv. vesicatoria e
X. vesicatoria foi incluido para testes com estas enzimas, incluindo quatro
linhagens brasileiras, anteriormente classificadas como X campestris pv.
vesicatoria (IBSBF 317, 479, 483 e 720).

A digestao dos fragmentos de regido espagadora 16S-23S com Alu | gerou
um padrdo de bandas idéntico para todas as linhagens de X. axonopodis pv.
axonopodis, X. axonopodis pv. vesicatoria e X. campestris pv. campestris
analisadas, o qual foi diferente daquele obtido para as linhagens de X. vesicatoria
(Figura 3.2-A). As linhagens brasileiras IBSBF 483 e IBSBF 720 apresentaram
padréo idéntico ao das linhagens de X. axonopodis pv. axonopodis, X. axonopodis
pv. vesicatoria e X. campestris pv. campestris, enquanto as linhagens IBSBF 317
e IBSBF 479 apresentaram perfil idéntico ao das linhagens de X vesicatoria
(Figura 3.2-A, amostras 11 a 14).

A digestdo dos produtos de amplificagdo com Hinf | gerou perfis de bandas
idénticos para todas as linhagens de X axonopodis pv. axonopodis e
X. axonopodis pv. vesicatoria analisadas. Os padres obtidos para as linhagens
de X. campestris pv. campestris e X. vesicatoria foram idénticos entre si, porém
distintos daquele obtido para as linhagens de X. axonopodis (Figura 3.2-B). As
linhagens brasileiras IBSBF 483 e IBSBF 720 apresentaram padrédo idéntico ao
das linhagens de X. axonopodis, enquanto as linhagens IBSBF 317 e IBSBF 479
apresentaram perfil idéntico ao das linhagens de X. campestris pv. campestris e

X. vesicatoria (Figura 3.2-B, amostras 11 a 14).
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Figura 3.2. Padrdes de RFLP de regidao espagadora rDNA 16S-23S de linhagens
de Xanthomonas axonopodis pv. axonopodis, X. axonopodis pv.
vesicatoria, X. campestris pv. campestris, Xanthomonas sp. (ex X

campestris pv. vesicatoria) e X. vesicatorna.

DNA de X axonopodis pv. axonopodis LMG 538 (1), X. campestris
pv. campestris LMG 568 (2), X vesicatoria LMG 911, LMG 916,
LMG 919 e LMG 935 (3-6), X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 929,
LMG 914, LMG 910 e LMG 906 (7-10) e isolados brasileiros de
Xanthomonas sp. (ex X campestris pv. vesicatoria) IBSBF 317,
IBSBF 479, IBSBF 483 e IBSBF 720 (11-14), digerido com Alu | (A),
Hinfl (B) e Dde |1 (C); M e M’: 100 pb e 50 pb ladder (Pharmacia).
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A digestdo com Dde | gerou trés padrbes de restrigdo polimérficos para as
linhagens analisadas. Os organismos da espécie X. axonopodis, incluindo
linhagens dos patovares axonopodis e vesicatoria apresentaram um padrédo de
bandas comum (Figura 3.2-C). Este foi diferente do padrdao apresentado por todas
as linhagens de X. vesicatoria, que por sua vez diferiu do padrdo de X. campestris
pv. campestris (Figura 3.2-C). As linhagens brasileiras IBSBF 483 e IBSBF 720
apresentaram padrdo idéntico ao das linhagens de X. axonopodis pv. axonopodis
e X axonopodis pv. vesicatoria, enquanto as linhagens IBSBF 317 e IBSBF 479
apresentaram perfil idéntico ao das linhagens de X. vesicatoria (Figura 3.2-C,

amostras 11 a 14).

A andlise de polimorfismo de regido espagadora rDNA 16S-23S das demais
linhagens-referéncia de X. axonopodis pv. vesicatoria (grupo A) e X. vesicatoria
(grupo B), descritas no estudo de Vauterin et al. (1995), utilizando as enzimas
Alul, Dde | e Hinf |, gerou perfis de restrigdo idénticos aos obtidos para as
linhagens destes grupos analisadas anteriormente. Os resultados encontram-se

sumarizados na Tabela 3.2.

No estudo de polimorfismo de regido espagadora rDNA 16S-23S de 32
linhagens de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, isoladas no Estado de S&o
Paulo, digeridas com Alu |, Dde | e Hinfl, verificou-se que 16 linhagens
apresentaram perfis de restricdo idénticos aos de X. axonopodis pv. vesicatoria
(grupo A), o mesmo acontecendo com a linhagem [BSBF 720, isolada em
Pernambuco. As demais linhagens agruparam com X. vesicatoria (grupo B). Os
resultados da caracterizagdo com Dde | e Hinfl encontram-se nas Figuras 3.3 e
3.4, respectivamente. Um sumério do agrupamento das linhagens de acordo com
os padrdes de polimorfismo obtidos com as trés enzimas e planta hospedeira de

origem estdo representados na Tabela 3.2.
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Figura 3.3. Padrdes de RFLP de regidao espagadora rDNA 16S-23S de isolados
brasileiros de Xanthomonas sp. (ex Xanthomonas campestris pv.

vesicatoria) obtidos com Dde |.

DNA de X. vesicatoria LMG 911 (A-1 e B-1), X axonopodis pv.
vesicatoria LMG 929 (A-2 e B-2), Xanthomonas sp. IBSBF 251, 317,
345, 346, 407, 414, 415, 465, 479, 483, 484, 486, 948, 978, 1145,
1196, 1208 (A-3 a 19, respectivamente), Xanthomonas sp. IBSBF
331; 332; 401; 419; 433; 478; 646; 400; 411; 412; 418; 420; 427, 925;
1165, (B-3 a 17, respectivamente); M: 100 pb ladder e M’: 50 pb

ladder (Pharmacia).
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Figura 3.4. Padrbées de RFLP de regidao espacadora rDNA 16S-23S de isolados
brasileiros de Xanthomonas sp. (ex Xanthomonas campestris pv.

vesicatoria) obtidos com Hinf |.

DNA de X. vesicatoria LMG 911 (A-1 e B-1), X axonopodis pv.
vesicatoria LMG 929 (A-2 e B-2), Xanthomonas sp. IBSBF 251, 317,
345, 346, 407, 414, 415, 465, 479, 483, 484, 486, 948, 978, 1145,
1196, 1208 (A-3 a 19, respectivamente), Xanthomonas sp. |IBSBF
331; 332; 401, 419; 433; 478; 646; 400; 411, 412; 418; 420; 427; 925;
1165, (B-3 a 17, respectivamente); M: 100 pb ladder e M’: 50 pb
ladder (Pharmacia).
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Tabela 3.2. Classificagdo de linhagens-tipo e referéncia de X axonopodis pv.
vesicatoria, X. vesicatoria e isolados brasileiros do antigo grupo
X. campestris pv. vesicatoria baseada na andlise de RFLP de regido
espacgadora do rDNA 16S-23S com Alu |, Dde | e Hinf .

Linhagens Espécies e patovares Hospedeiros* Padroes de RFLP
Alul Ddel Hinfl
Linhagens tipo e referéncia
LMG 667 X. axonopodis pv. vesicatoria  Tomate A A A
LMG 668 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentido A A A
LMG 906 X. axonopodis pv. vesicatoria  N.d. A A A
LMG 909 X axonopodis pv. vesicatoria  Pimentdo A A A
LMG 910 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentédo A A A
LMG 911 X. vesicatoria Tomate B B B
LMG 913 X. axonopodis pv. vesicatoria ~ Pimentao A A A
LMG 914 X. axonopodis pv. vesicatoria  Tomate A A A
LMG 916 X. vesicatoria Tomate B B B
LMG 917 X. vesicatoria Tomate B B B
LMG 919 X. vesicatoria Tomate B B B
LMG 920 X. vesicatoria Tomate B B B
LMG 922 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
LMG 929 X. axonopodis pv. vesicatoria ~ Tomate A A A
LMG 935 X. vesicatoria Tomate B B B
Isolados brasileiros de Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria)
IBSBF 251 X. vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 317 X vesicatoria Tabaco B B B
IBSBF 331 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 332 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 345 X axonopodis pv. vesicatoria  Piment&o A A A
IBSBF 346  X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 400 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 401 X. axonopodis pv. vesicatoria Pimentao A A A
IBSBF 407 X vesicatoria Tomate B B B




Tabela 3.2. Continuagio.

Linhagens Espécies e patovares Hospedeiros Padrées de RFLP
Alul Ddel Hinf1
IBSBF 411 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 412 X axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 414 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 415 X axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 418 X. vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 419 X vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 420 X vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 427 X vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 433 X vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 465 X vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 478 X axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 479 X vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 483 X axonopodis pv. vesicatoria  Tomate A A A
IBSBF 484 X vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 486 X. axonopodis pv. vesicatoria  Tomate A A A
IBSBF 646 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentdo A A A
IBSBF 925 X vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 948 X axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 978 X vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 1145 X axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 1165 X vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 1196 X vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 1208 X vesicatoria Tomate B B B

*Hospedeiro determinado de acordo com dados de histérico das linhagens em catalogo das

colegoes de cultura de origem. N.d. = ndo determinado.



67

3.1.2. Caracterizacdo de linhagens de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria atipicas (grupo nonA/nonB)

As linhagens atipicas de Xanthomonas spp. patogénicas para tomate e
pimentdo, descritas no trabalho de Bouzar et al (1994a), apresentam
caracteristicas fenotipicas das espécies X. axonopodis pv. vesicatoria e X
vesicatoria, sendo referidas como linhagens do grupo nonA/nonB.

Um conjunto de 9 linhagens do grupo nonA/nonB, incluindo Xanthomonas sp.
(ex Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) XV330, XV334, XV338, XV343,
XV440, XV441, XV560, XV655 e BV5-4a, foi analisado para testar a aplicabilidade
do RFLP de regido espagadora 16S-23S como marcador para detecgdo de
variabilidade e diferenciagdo dessas linhagens atipicas. Como referéncia, foram
incluidas linhagens de X. axonopodis pv. vesicatoria (antigo grupo A) e
X. vesicatoria (antigo grupo B), classificadas por Vauterin et al. (1995).

O fragmento de regido espagadora rDNA 16S-23S amplificado por PCR
apresentou cerca de 1,0 Kb para todas as linhagens testadas. Diversas enzimas
foram utilizadas nas analises de RFLP desse fragmentos, incluindo Alu |, BamH |,
Dde |, Dra |, EcoR |, Hae Ill, Hind lll, Hinf 1, Pst 1, Sac |l e Sall. Nenhuma das
linhagens testadas apresentou sitios de restricdo para BamH |, Sac Il ou Sall. A
digestdo dos fragmentos com EcoR |, Hind|ll e Pst | gerou perfis de restrigio
idénticos para todas as linhagens (dados n&o apresentados).

As linhagens de Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) XV440 e
XV441 agruparam com X. axonopodis pv. vesicatoria (grupo A) quando digeridas
com Alui e Dral. Por outro lado, estes organismos apresentaram perfil de bandas
idéntico ao de linhagens de X vesicatoria (grupo B) quando digeridas com Dde |,
Hae lil e Hinf | (Figuras 3.5-B, 3.6 e 3.5-C, respectivamente, e Tabela 3.3). As
linhagens XV330, XV334, XV338 e XV343 foram agrupadas com linhagens do
grupo A com base nos perfis de restrigao obtidos com as enzimas Alu |, Dra |,
Hae Ill e Hinf1 (Figuras 3.5-A, 3.6 e 3.-C). Contudo, quando digeridas com Dde |,
estas Iinhagéns apresentaram um perfil ligeiramente diferente, com a auséncia de
uma banda de cerca de 75 pb presente em todas as outras linhagens do grupo A
testadas (Figura 3.5-B, linhagens 15 a 18).
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Figura 3.5. Padroes de RFLP da regiao espacadora do rDNA 16S-23S de
linhagens de Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, X. vesicatoria
e linhagens atipicas de Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv.
vesicatoria) do grupo nonA/nonB.
DNA de X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 667, 668, 906, 910, 913,
914, 922 e 929 (1-8), X. vesicatoria LMG 911, 916, 917, 919, 920 e
935 (9-14), XV330 (15), XV334 (16), XV338 (17), XV343 (18), X440
(19), X441 (20), XV560 (21), XV655 (22), digerido com Alu | (A),
Dde | (B) e Hinf | (C); M: 100 pb /adder e M': 50 pb /adder

(Pharmacia).
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Figura 3.6. Padrées de RFLP da regido espacadora do rDNA 16S-23S de
linhagens de X. axonopodis pv. vesicatoria, X. vesicatoria e linhagens
atipicas de Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) do

grupo nonA/nonB.

DNA de X vesicatoria LMG 911(1), X axonopodis pv. vesicatoria
LMG 929 (2), Xanthomonas sp. XV330 (3), XV334 (4), XV338 (5),
XV343 (6), XV440 (7), XV441 (8), XV560 (9), XV655 (10), BV5-4a
(11), digerido com Dra [ (A) e Hae Il (B). M: 100 pb /adder e M’: 50
pb ladder (Pharmacia).



70

Tabela 3.3. Classificagdo de linhagens de Xanthomonas do grupo nonA/nonB
baseada na andlise de RFLP da regido espagadora do rDNA 16S-

23S com diferentes endonucleases.

Linhagem Crigem Hospedeiro Padrdo de RFLP de regido espagadora
Alul Dde | Dral Hae Il Hinf|

BV5-4b Argentina Tomate n.d. n.d. n.d. B B
XV330 Barbados Pimentao A A" A A A
XV334 Barbados Pimentdo A A* A A A
XV338 Barbados Pimentao A A* A A A
XV343 Barbados Pimentao A A* A A A
XV440 Costa Rica Tomate A B A B B
XV441 Costa Rica Tomate A B A B B
XV560 Guatemala Tomate A A A A A
XV655 Porto Rico Pimentao A A A A A

*O perfil das linhagens nao apresentou uma banda de 75 pb caracteristica do padrao das
linhagens do grupo A; n.d.: ndo determinado.

3.2. Analise de RFLP do Gene rDNA 16S de Linhagens de
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria Atipicas (grupo
nonA/nonB)

O conjunto das 9 linhagens do grupo nonA/nonB, incluindo Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria XV330, XV334, XV338, XV343, XV440, XV441, XV560,
XV655 e BV5-4a, incluindo as linhagens-referéncia de X axonopodis pv.
vesicatoria LMG 929 (antigo grupo A) e X. vesicatoria LMG 911 (antigo grupo B),
classificadas por Vauterin et al (1995), foi analisado para avaliagdo de
polimorfismos do gene rDNA 16S na diferenciagdo de linhagens atipicas.

O DNA gendmico das linhagens foi amplificado por PCR utilizando os
primers universais p27f e p1525r, conforme descrito anteriormente, resultando
num fragmento de cerca de 1,5 kb. Os produtos de PCR foram digeridos com as

enzimas Dde |, Hae lll, Hinfl e Msp .
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As linhagens atipicas e linhagens-referéncia dos grupos A e B apresentaram
perfis de bandas invariaveis para todas as enzimas testadas. Os padrées

resultantes encontram-se na Figura 3.7.
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Figura 3.7. Padrées de RFLP de rDNA 16S de linhagens de Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria, X. vesicatoria e linhagens atipicas
Xanthomonas sp. (ex X campestris pv. vesicatoria) do grupo

nonA/nonB.

DNA de X vesicatoria LMG 911 (1), X. axonopodis pv. vesicatoria
LMG 929 (2), Xanthomonas sp. XV330 (3), XV334 (4), XV338 (5),
XV343 (6), X\V440 (7), XV441 (8), XV560 (9), XV655 (10) e BV5-4a
(11) digerido com Dde I (A), Hae lll (B), Hinfl (C) e Msp | (D); M: 100
pb ladder (Pharmacia).
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3.3. Analise de RFLP de Regido do Gene groEL

3.3.1. Caracterizacdo de linhagens de Xanthomonas spp. patogénicas
para tomate e pimentédo

Os primers degenerados Hsp 605 e Hsp 603 (Figura 2.2), desenhados pela
Dra. Suely Lopes Gomes, foram utilizados para amplificagdo de DNA gendmico de
linhagens de Xanthomonas spp. patogénicas para tomate e pimentdo e de
linhagens-referéncia de diferentes espécies de Xanthomonas. Como controles de
amplificagdo, foram utilizadas amostras de DNA do plasmidio pUCBM20/groESL,
contendo um inserto do operon groESL de Caulobacter sp., e DNA gendmico de
Caulobacter sp. (cedidos pela Dra. Suely Lopes Gomes, IQ/USP).

A amplificagdo de DNA gendémico das linhagens de X. axonopodis pv.
axonopodis LMG 538, X. campestris pv. campestris LMG 568, X. axonopodis pv.
vesicatoria LMG 929 (grupo A), X vesicatoria LMG 911 (grupo B) e amostras de
DNA dos controles de amplificagdo resultaram em produtos de PCR com cerca de
1.0 kb (Figura 3.8). X. fragariae foi também incluida nas andlises preliminares de
detecgédo de polimorfismos de groEL utilizando diferentes endonucleases.

Os fragmentos de groEL amplificados por PCR de X axonopodis pv.
axonopodis LMG 538, X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 929, X. campestris pv.
campestris LMG 568, X. fragariae LMG 708 e X. vesicatoria LMG 911 foram
digeridos com Alu |, Apa |, Ava ll, BamH |, Dde |, EcoR |, Hae lll, Hinf |, Msp |,
Pstl, Rsale Taql.

Os fragmentos de groEL amplificados ndo apresentaram sitios de restrigdo
para Apa |, BamH |, EcoR | e Pst 1. A digestdo com Alu | e Hinf| geraram perfis de

restricdo idénticos para todas as linhagens testadas.
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Figura 3.8. Produtos de amplificacdo do gene groEL de linhagens de
Xanthomonas axonopodis pv. axonopodis, X. axonopodis pv.

vesicatoria, X. campestris pv. campestris e X. vesicatoria.

DNA de X. axonopodis pv. axonopodis LMG 538 (1), X. campestris
pv. campestris LMG 568 (2), X vesicatoria LMG 911 (3),
X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 929 (4), Caulobacter sp. (5) e
plasmidio pUCBM20/groELS (6); controle negativo de reacao, sem
DNA (7); M: kilobase ladder (Pharmacia).

Os perfis resultantes da digestdo com Ava |l permitiram a diferenciagédo das
linhagens de X. axonopodis pv. axonopodis e X. campestris pv. campestris (as
quais nao apresentaram sitio de restricdo para a enzima) das linhagens de X
axonopodis pv. vesicatoria e X. vesicatoria. A digestdao com Tag | permitiu a
diferenciacao de X. axonopodis pv. axonopodis das demais linhagens analisadas,
as quais apresentaram perfis de restricdo idénticos, enquanto apenas os produtos

de PCR de X. fragariae apresentaram sitio de restricao para Dde |.

Os resultados de andlise de restricdo de groEL referentes a X. axonopodis

pv. vesicatoria e X. vesicatoria encontram-se sumarizados na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4. Resultados da andlise de restricdo de fragmentos de groEL de
X. axonopodis pv. vesicatoria € X vesicatoria utilizando diferentes

endonucleases.

Endonuclease Presenca de sitio Polimorfismo Perfil de bandas

de restricdo

Alu + - Bandas de 180, 280 e 550 pb.
Apal - - Banda de 1 Kb

Ava ll - - Banda de 1 Kb

BamH | - - Banda de 1 Kb

Dae | - - Banda de 1 Kb

EcoR | - - Banda de 1 Kb

Hae [II* + + vide Figura 3.9, 3.11

Hinf + - Bandas de 400 e 600 pb
Msp I* + + Figura 3.9, 3.10, 3.12

Pst | - - Banda de 1Kb

Rsa I* + + Polimérfico: vide Figura 3.13.
Taq | + - Bandas de 70, 90, 100, 170,

180, 250 pb

*Enzimas que permitem a diferenciagdo entre X. axonopodis pv. vesicatoria e X. vesicatoria.

A digestéo dos produtos de amplificagdo de groEL com Rsa | gerou padrées
de bandas idénticos para X. axonopodis pv. axonopodis e X. axonopodis pv.
vesicatoria, os quais diferiram dos padrées obtidos para X. campestris pv.
campestris e X. vesicatoria. X. fragariae apresentou um padrdo diferente dos

demais, com bandas de 150, 350 e 500 pb (dados nédo apresentados).

A maioria das linhagens analisadas puderam ser diferenciadas através dos
padrdes de restrigdo gerados com a enzima Hae lll. Os padrées polimérficos
obtidos para X. axonopodis pv. axonopodis, X. axonopodis pv. vesicatoria,
X. campestris pv. campestris, X. fragariae e X vesicatoria encontram-se na
Figura 3.9-A, sendo que as linhagens de X axonopodis pv. vesicatoria e
X. campestris pv. campestris (amostras 2 e 3) apresentaram perfis de restrigéo
idénticos. A digestdo com Msp | gerou perfis de restricdo diferentes para as
linhagens testadas, exceto para X. axonopodis pv. axonopodis e X. axonopodis pv.
vesicatoria, que apresentaram perfis idénticos (Figura 3.9-B, amostras 1 e 4,

respectivamente).
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Figura 3.9. Padrées de RFLP de groEL de Xanthomonas axonopodis pv.
axonopodis, X. axonopodis pv. vesicatoria, X.campestris pv.

campestris, X. fragariae e X. vesicatoria.

DNA de X. axonopodis pv. axonopodis LMG 538 (1), X. campestris
pv. campestris LMG 568 (2), X. vesicatoria LMG 911 (3), X
axonopodis pv vesicatoria LMG 929 (4), X. fragariae LMG 708 (5) e
operon groELS de Caulobacter sp. (6), digerido com Hae lll (A) e
Msp | (B). M: 100 pb; M’: 50 pb ladder (Pharmacia).

A analise de polimorfismos de restricdo de groEL de diversas linhagens de
X. axonopodis pv. vesicatoria e X. vesicatoria patogénicas para tomate e pimentao
obtida com as enzimas Msp | e Rsa | resultou em padrées polimérficos que
permitiram a diferenciagdo das linhagens em dois grupos (Figura 3.10). As
linhagens de X. axonopodis pv. vesicatoria analisadas apresentaram o mesmo
padrao de restricdo da linhagem-referéncia X. axonopodis pv. vesicatoria LMG
929, enquanto as linhagens de X. vesicatoria apresentaram perfil idéntico ao da
linhagem-tipo X. vesicatoria LMG 911". A banda de cerca de 300 pares de base
que aparece na Figura 3.10-B, amostras 11, 12, 13 e 15, apareceu em algumas
amostras como fragmento residual de amplificacdo, ndo-especifica, ndo sendo

resultado das digestoes.
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Figura 3.10. Padroes de RFLP de groEL de Xanthomonas axonopodis pv.

vesicatoria e X. vesicatoria.

DNA de X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 667, LMG 668, LMG 9086,
LMG 909, LMG 910, LMG 913, LMG 914, LMG 922 e LMG 929 (1-9)
e X vesicatoria LMG 911, LMG 916, LMG 917, LMG 919, LMG 920 e
LMG 935 (10-15), digeridos com Msp | (A) e Rsa | (B). M: 50 pb
ladder, M’: 100 bp /adder (Pharmacia).

As andlises de restricdo de fragmentos de groEL com a enzima Hae Il

resultaram nos mesmos agrupamentos (Tabela 3.5) .

A analise de polimorfismo de groEL de 32 linhagens de Xanthomonas sp. (ex
X. campestris pv. vesicatoria) isoladas no estado de Sao Paulo com as enzimas
Hae lll, Msp | e Rsa | resultou na diferenciagdo destas em dois grupos distintos,
correspondentes a organismos que apresentaram padrdo de polimorfismo idéntico
ao de X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 929 ou ao de X. vesicatoria LMG 9117
(Figuras 3.11, 3.12 e 3.13, e Tabela 3.5).
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Foram detectados, ainda, trés padrdes de polimérficos, representados pelos
padrées das linhagens Xanthmonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) |BSBF
317, IBSBF 925 e IBSBF 978 (outliers). Os padrdes de restrigdo obtidos com a
enzima Rsa | permitiram a diferenciagdo da linhagem Xanthomonas sp. IBSBF
317, que apresentou uma banda com cerca de 800 pb e outra com cerca de 200
pb, demonstrando a auséncia de um sitio de restrigho comum as linhagens do
grupo A, cujo perfil de restrigdo inclui uma banda com cerca de 500 pb e duas
bandas com aproximadamente 300 e 200 pb, respectivamente (Figura 3.13). Alem
disso, essa linhagem agrupou com X axonopodis pv. vesicatoria quando o
fragmento de groEL foi digerido com Msp [, e com X. vesicatoria na analise com
Hae Ill (Figuras 3.12 e 3.11, respectivamente, e Tabela 3.5). A linhagem de
Xanthomonas sp. IBSBF 925 apresentou polimorfismo diferenciado para Msp | e
Hae lll. O padréo de restricdo foi semelhante ao de X. axonopodis pv. vesicatoria
na analise com Mspl, com uma banda de 250 pb e auséncia de banda com
120 pb, além de varios fragmentos com tamanho menor que 100 pb (Figura 3.12 e
Tabela 3.5). Contudo, esta linhagem apresentou padrdo semelhante ao de
X. vesicatoria quando digerida com Hae Ili, com a presenga de uma banda de
cerca de 170 pb e auséncia de fragmentos menores que 100 pb (Figura 3.11 e
Tabela 3.5). Xanthomonas sp. IBSBF 925 agrupou com X. vesicatoria quando o
fragmento foi digerido com Rsa | (Figura 3.13 e Tabela 3.5). Xanthomonas sp.
IBSBF 978 foi agrupada com X. axonopodis pv. vesicatoria quando o fragmento de
groEL foi digerido com Msp | (Figura 3.12 e Tabela 3.5) e com X. vesicatoria
guando digerido com Hae lll ou Rsa | (Figuras 3.11 e 3.13, respectivamente, e
Tabela 3.5).
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Figura 3.11. Padroes de RFLP de groEL de isolados brasileiros de Xanthomonas

sp. (ex Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) obtidos com Hae Il

DNA de X vesicatoria LMG 911 (A-1 e B-1), X axonopodis pv.
vesicatoria LMG 929 (A-2 e B-2), Xanthomonas sp. XV441,
Xanthomonas sp. IBSBF 251, IBSBF 317, IBSBF 345, IBSBF 346,
IBSBF 400, IBSBF 407, IBSBF 411, IBSBF 412, IBSBF 414, IBSBF
415, IBSBF 418, IBSBF 420, IBSBF 427, IBSBF 465, IBSBF 479,
IBSBF 483, IBSBF 484, IBSBF 486, IBSBF 925, IBSBF 948, IBSBF
978, IBSBF 1145, IBSBF 1165, IBSBF 1196 e IBSBF 1208 (A-3 a A-
28, respectivamente); IBSBF 331, IBSBF 332, IBSBF 401, IBSBF
419, IBSBF 433, IBSBF 478, IBSBF 646, IBSBF 925, IBSBF 978,
IBSBF 317 e IBSBF 317-duplicata (B-3 a B-13, respectivamente); M:
100 pb ladder, M’: 50 pb ladder (Pharmacia).
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Figura 3.12. Padrées de RFLP de groEL de isolados brasileiros de Xanthomonas

sp. (ex Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) obtidos com Msp |.

DNA de X vesicatoria LMG 911 (A-1 e B-1), X axonopodis pv.
vesicatoria LMG 929 (A-2 e B-2), Xanthomonas sp. XV441,
Xanthomonas sp. IBSBF 251, IBSBF 317, IBSBF 345, IBSBF 346,
IBSBF 400, IBSBF 407, IBSBF 411, IBSBF 412, IBSBF 414, IBSBF
415, IBSBF 418, IBSBF 420, IBSBF 427, IBSBF 465, IBSBF 479,
IBSBF 483, IBSBF 484, IBSBF 486, IBSBF 925, IBSBF 948, IBSBF
978, IBSBF 1145, IBSBF 1165, IBSBF 1196 e IBSBF 1208 (A-3 a A-
28, respectivamente); IBSBF 331, IBSBF 332, IBSBF 401, IBSBF
419, IBSBF 433, IBSBF 478, IBSBF 646, IBSBF 925, IBSBF 978 e
IBSBF 317 (B-3 a B-12, respectivamente); M: 100 pb ladder

(Pharmacia).
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Figura 3.13. Padrées de RFLP de groEL de isolados brasileiros de Xanthomonas

sp. (ex Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) obtidos com Rsa |.

DNA de X vesicatoria LMG 911 (A-1 e B-1), X axonopodis pv.
vesicatoria LMG 929 (A-2 e B-2), Xanthomonas sp. XV441,
Xanthomonas sp. IBSBF 251, IBSBF 317, IBSBF 345, IBSBF 346,
IBSBF 400, IBSBF 407, IBSBF 411, IBSBF 412, IBSBF 414, IBSBF
415, IBSBF 418, IBSBF 420, IBSBF 427, IBSBF 465, IBSBF 479,
IBSBF 483, IBSBF 484, IBSBF 486, IBSBF 925, IBSBF 948, IBSBF
978, IBSBF 1145, IBSBF 1165, IBSBF 1196 e IBSBF 1208 (A-3 a A-
28, respectivamente); IBSBF 331, IBSBF 332, IBSBF 401, IBSBF
419, IBSBF 433, IBSBF 478 e IBSBF 646 (B-3 a B-9,
respectivamente); M: 100 pb /adder, M’: 50 pb /adder (Pharmacia).
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Tabela 3.5. Classificagdo de linhagens-tipo e referéncia de Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria, X. vesicatoria e isolados brasileiros de
Xanthomonas sp. (previamente identificados como X. campestris pv.
vesicatoria) baseada na analise de RFLP de groEL com Hae lll, Msp

Il e Rsal.
Linhagens Espécies Hospedeiros Padrio de RFLP de groEL
Haellll Msp| Rsal
Linhagens tipo e referéncia
LMG 667 X. axonopodis pv. vesicatoria  Tomate A A A
LMG 668 X. axonopodis pv. vesicatoria ~ Pimentao A A A
LMG 906 X. axonopodis pv. vesicatoria  N.d.* A A A
LMG 909 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
LMG 910 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
LMG 911 X vesicatoria Tomate B B B
LMG 913 X axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
LMG 914 X. axonopodis pv. vesicatoria  Tomate A A A
LMG 916 X. vesicatoria Tomate B B B
LMG 917 X. vesicatoria Tomate B B B
LMG 919 X. vesicatoria Tomate B B B
LMG 920 X. vesicatoria Tomate B B B
LMG 922 X axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
LMG 929 X. axonopodis pv. vesicatoria  Tomate A A A
LMG 935 X. vesicatoria Tomate B B B

Isolados brasileiros de Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria)

IBSBF 251 X. vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 317* Xanthomonas sp. Tabaco B A A
IBSBF 331 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 332 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 345 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 346 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 400 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 401 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A




Tabela 3.5. Continuagéo.

Linhagens Espécies Hospedeiros Padrsio de RFLP de groEL
Haelll Mspl Rsal

IBSBF 407 X. vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 411 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 412 X. axonopodis pv. vesicatoria Pimentao A A A
IBSBF 414 X axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 415 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentdo A A A
IBSBF 418 X. vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 419 X. vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 420 X. vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 427 X. vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 433 X vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 465 X. vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 478 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentdo A A A
IBSBF 479 X. vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 483 X. axonopodis pv. vesicatoria  Tomate A A A
IBSBF 484 X. vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 486 X axonopodis pv. vesicatoria  Tomate A A A
IBSBF 646 X axonopodis pv. vesicatoria  Pimentado A A A
IBSBF 925** Xanthomonas sp. Tomate B’ A B
IBSBF 948 X. axonopodis pv. vesicatoria  Pimentao A A A
IBSBF 978** Xanthomonas sp. Tomate B A B
IBSBF 1145 X axonopodis pv. vesicatoria  Pimentdo A A A
IBSBF 1165 X. vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 1196 X. vesicatoria Tomate B B B
IBSBF 1208 X. vesicatoria Tomate B B B
*N.d. = nao determinado; **Linhagens com padrao de restrigao diferenciado; A’ e B’ - padroes de

restrigdo similares aos de linhagens dos grupos A (X. axonopodis pv.vesicatoria) e B
(X. vesicatoria), respectivamente.
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3.3.2. Caracterizacdo de linhagens de Xanthomonas sp. (ex
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) atipicas (grupo
nonA/nonB)

Os DNAs gendmicos das linhagens referéncia e tipo de X. axonopodis pv.
vesicatoria, X. vesicatoria, respectivamente, e das linhagens atipicas de
Xanthomonas sp. do grupo nonA/nonB foram amplificados com os primers
degenerados Hsp 605 e Hsp 603 para o gene groEL, gerando fragmentos de
cerca de 1 Kb (Figura 2.2).

Os produtos de amplificagdo foram posteriormente digeridos com Hae Ill,
Msp | e Rsa |l. O padrao de bandas das linhagens de Xanthomonas sp. XV440 e
XV441 foi distinto dos demais. Estes organismos agruparam com X, axonopodis
pv. vesicatoria na analise com Msp | e com X. vesicatoria com Rsa | (Figura 3.14-
B e 3.14-C). Bandas de menor intensidade podem ser observadas nos perfis das
amostras XV440 e XV441 (Figura 3.14-B e 3.14-C, amostras 7 e 8),
provavelmente decorrentes de digestdo parcial das mesmas (essas bandas néo
aparecem em repeticdes de PCR/RFLP dessas linhagens — Figuras 3.12 e 3.13,
amostra 3). A restrigdo com a enzima Hae lil (Figura 3.14-A) evidenciou perfis de
bandas diferenciados para as linhagens de Xanthomonas sp. XV440 e XV441,
similares ao de X. vesicatoria (grupo B). Uma réplica do perfil de restrigao da
linhagem XV441 encontra-se representado na Figura 3.11 (amostra 3). O
alinhamento das sequéncias de fragmentos groEL de X axonopodis pv.
vesicatoria LMG 929, Xanthomonas sp. XV441, IBSBF 317, IBSBF 925, IBSBF
978 e X. vesicatoria LMG 911, com os sitios de restricdo das enzimas Hae lil, Msp
| e Rsa | em destaque, estdo apresentados na Figura 3.18.

As demais linhagens de Xanthomonas sp. (ex Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria) do grupo nonA/nonB apresentaram padrées de polimorfismo idénticos
aos de X axonopodis pv. vesicatoria nas analises com as trés enzimas utilizadas,
exceto a linhagem Xanthomonas campestris pv. vesicatoria BV5-4a, que
apresentou sempre o perfil de bandas de X. vesicatoria.



84

Os resultados de caracterizagdo de polimorfismo de groEL das linhagens
atipicas de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria do grupo nonA/nonB

encontram-se representados na Figura 3.14 e sumarizados na Tabela 3.6.
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Figura 3.14. Padrées de RFLP de groEL de linhagens de Xanthomonas sp. (ex

X. campestris pv. vesicatoria) atipicas do grupo nonA/nonB.

DNA de X. vesicatoria LMG 911 (1), X. axonopodis pv. vesicatoria
LMG 929 (2), linhagens atipicas XV330, XV334, XV338, XV343,
XV440, XV441, XV560, XV655 e BV5-4a (3-11, respectivamente),
digeridos com Hae lll (A), Msp | (B) e Rsa | (C); M: 100 pb /ladder, M’:
50 pb /ladder (Pharmacia).
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Tabela 3.6. Classificagdo de linhagens de X. campestris pv. vesicatoria atipicas
(nonA/nonB) baseada na analise de RFLP de groEL com Hae Il

Msple Rsal.
Linhagem Origem Hospedeiro Padrdo de RFLP de groEL
Hae Il Msp Rsal

BV5-4b Argentina Tomate B B B
XV330 Barbados Pimentao A A A
XV334 Barbados Piment&o A A A
XV338 Barbados Pimentao A A A
XV343 Barbados Pimentao A A A
XV440 Costa Rica Tomate B* A B
XV441 Costa Rica Tomate B* A B
XV560 Guatemala Tomate A A A
XV655 Porto Rico Pimentao A A A

* padrao ligeiramente diferente de linhagens do grupo B

3.3.3. Caracterizacdo de linhagens-tipo de diferentes espécies do
género Xanthomonas

Os DNAs genémicos de linhagens-tipo das espécies de Xanthomonas
descritas no estudo de reclassificagdo de Vauterin et al. (1995), com excegéao de
X. populi, foram amplificados por PCR com o par de primers Hsp603 e Hsp605
para groEL. Stenotrophomonas maltophilia e Xylella fastidiosa, organismos
flogeneticamente relacionados a bactérias do género Xanthomonas, foram

também incluidos nas analises como referéncias de outgroups.

As enzimas utilizadas nos estudos preliminares de restrigdo dos fragmentos
de amplificagdo de groEL incluiram: Ava Il, Hae lll, Hinf |, Msp | e Rsa |. As
enzimas Hae lll e Msp | foram selecionadas para caracterizagéo dos produtos de
amplificagdo do gene groEL das diferentes espécies de Xanthomonas por

3
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permitirem a deteccao de polimorfismos entre as linhagens analisadas (dados nao
apresentados).
Os perfis de restricdo obtidos com Hae Ill e Msp | para 19 espécies do

género Xanthomonas evidenciaram a existéncia de polimorfismos que permitem a

diferenciagao entre as linhagens analisadas em varios grupos (Figura 3.15).

M 12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1718 19 20 2
B)

400ph —p

200ph —»
100 pb —»

Figura 3.15. Padrées de RFLP de groEL de diferentes espécies de Xanthomonas
obtidos com Hae Ill (A) e Msp | (B).

DNA de X axonopodis (1), X. campestris (2), X. cassavae (3),
X. cucurbitae (4), X. fragariae (5), X. hortorum (6), X. vasicola (7),
X. hyacinthi (8), X. pisi (9), X translucens (10), X. vesicatoria (11),
X. bromi (12), X. codiaei (13), X theicola (14), X. melonis (15),
X. sacchari (16), X. albilineans (17), X. arboricola (18), X. oryzae (19),
Stenotrophomonas maltophilia (20) e Xylella fastidiosa (21); M:
100 pb ladder (Pharmacia).
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3.4. Analise Filogenética de Sequéncias da Regiao Espacgadora
rDNA 16S-23S e Gene groEL

3.4.1. Analise de sequéncias da regiao espagadora rDNA 16S-23S de
linhagens de Xanthomonas spp. patogénicas para tomate e
pimentao

Inicialmente, foi realizado o sequenciamento de fragmentos de regido
espacadora rDNA16S-23S das linhagens-tipo X. axonopodis pv. vesicatoria
LMG 929 e X. vesicatoria LMG 911, além da linhagem atipica de Xanthomonas sp.
(ex X. campestris pv. vesicatoria, nonA/nonB) XV441. O sequenciamento dos
fragmentos resultou em aproximadamente 920 bases, as quais foram alinhadas
utilizando o programa ClustalWW. O alinhamento das sequéncias encontra-se

representado na Figura 3.16.

A analise preliminar das sequéncias de regidao espacadora das linhagens de
X. axonopodis pv. vesicatoria, X. vesicatoria e Xanthomonas sp. (ex X. campestris
pv. vesicatoria) XV441 revelou diferencas de, em média, 35 nucleotideos
(aproximadamente 3,6%) entre estes organismos. Os sitios das enzimas de
restricao utilizadas na caracterizagédo e diferehciag:éo destes organismos

encontram-se destacados nas sequéncia alinhadas (Figura 3.16).
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Figura 3.16. Sequéncias de regido espacadora rDNA 16S-23S de X. axonopodis

pv. vesicatoria LMG 929, Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv.

vesicatoria) XV441 e X. vesicatoria LMG 911.

Os sitios de enzimas de

restricdo e posigdes polimorficas

encontram-se destacados: Alu | em cinza, Dde | em rosa, Hae Ill em

amarelo e Hinf | em azul.
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A anadlise filogenética das sequéncias de regiéo espagadora rDNA 16S-23S
de X axonopodis pv. vesicatoria LMG 929, X vesicatoria LMG 911 e
X. campestris pv. vesicatoria XV441, incluindo dados de sequéncia relativos a
outras linhagens de Xanthomonas disponiveis no GenBank, foi realizada através
do meétodo de Neighbor-Joining, evidenciando o agrupamento dos organismos
analisados em 9 clusters (Figura 3.17).

X. vesicatoria LMG 911 foi alocada a um cluster compreendido por
X. campestris pv. vesicatoria e X. vesicatoria XV111, préximo ao grupo
representado por X. cucurbitae e X. pisi.

X. campestris pv. vesicatoria XV441 agrupou préxima a “X. gardneri,
mostrando-se relativamente relacionada ao primeiro cluster de X. vesicatoria LMG
911.

X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 929 foi agrupada com a linhagem de
X. axonopodis pv. vesicatoria XV338, representante do chamado grupo A1 ou
Ami-A (Bouzar et al, 1999) em um cluster distante, incluindo também linhagens
dos patovares dieffenbachiae e physalidicola.

As duas linhagens de X. campestris pv. zinniae foram alocadas a um grupo
distinto, 0 mesmo acontecendo com duas das trés linhagens de X. campestris pv.
vitians, que foram agrupadas préximas a uma linhagem isolada de X. campestris
pv. campestris. A terceira linhagem de X campestris pv. vitians foi colocada
préxima a uma linhagem de X. campestris pv. glycines e X. campestris pv. citri.
Este ultimo cluster foi colocado na proximidade do cluster representado pela
linhagem X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 929.

Deve ser ressaltado que a nomenclatura das linhagens apresentadas nesta
analise reflete 0 nome com os quais as sequéncias da regidao espagadora 16S-23S
estao depositadas no GenBank, nao estando, necessariamente, de acordo com a
proposta por Vauterin et al. (1995), aceita como valida no momento.
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X.campestris pv vesicatoria
X. vesicatoria XV1111
X. vesicatoria LMG 911

X. campestris pv. cucurbitae

X. campestris pv. pisi
X. gardneri
X. campestris pv. vesicatoria XV 441
X. campestris pv. pruni
l X. arboricola pv. pruni
X.oryzae

———— X. campestris pv. dieffenbachiae

X. axonopodis pv. vesicatoria XV938

X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 929
X. axonopodis pv. vesicatoria XV338

X. campestris pv. vesicatoria

X. axonopodis pv. vesicatoria XV153
X. campestris pv. physalidicola

X. campestris pv. vesicatoria 110c

X. campestris pv. citri

X. campestris. pv. glycines

X. campestris pv. vitians

— X. campestris pv. zinniae

X. campestris pv. Zinniae

X. campestris pv. campestris
_[ X. campestris pv. vitians
X. campestris pv. vitians

0.01

Figura 3.17. Arvore filogenética obtida a partir da analise por Jukes e
Cantor/Neighbor-Joining de sequéncias de regido espagadora 16S-
23S de linhagens de Xanthomonas patogénicas para tomate e
pimentao e organismos-referéncia.
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3.4.2. Analise de sequéncias do gene groEL de linhagens de
Xanthomonas spp. patogénicas para tomate e pimentao

Os fragmentos de groEL das linhagens-referéncia e tipo dos grupos A e B,
X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 929 e X. vesicatoria LMG 911, além da
linhagem atipica X. campestris pv. vesicatoria X\VV441, e trés linhagens brasileiras
atipicas diferenciadas nas analises de RFLP de groEL, foram sequenciados. O
sequenciamento dos fragmentos resultou em aproximadamente 960 bases, as

quais foram alinhadas utilizando o programa ClustalW (Figura 3.18).

As analises de sequéncia de groEL revelaram que a diferenca entre as seis
linhagens estudadas variou entre 22 a 45 nucleotideos. As sequéncias do gene
apresentaram diversas regides de posicOes variaveis e sitios de restricao

polimérficos (Figura 3.18).
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Figura 3.18. Sequéncias de groEL de X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 929,

Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) XVV441, IBSBF
317, IBSBF 925, IBSBF 978 e X. vesicatoria LMG 911.

Os sitios de enzimas de

restricdo e posi¢cées polimorficas

encontram-se destacados: Hae Ill em azul, Msp | em amarelo e Rsa |

em cinza.
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A analise filogenética das sequéncias de groEL das linhagens de
Xanthomonas spp. patogénicas para tomate e pimentao, realizadas pelo método
de maximum likelihood (DNA ML), resultou em uma drvore filogenética esparsa,
apresentada na Figura 3.19.

A linhagem X. vesicatoria LMG 911 foi alocada préxima ao organismo atipico
X. campestris pv. vesicatoria IBSBF 925. A linhagem X. axonopodis pv. vesicatoria
LMG 929 foi colocada em um cluster separado dos demais (Figura 3.19).

Os organismos atipicos de X. campestris pv. vesicatoria IBSBF 317 e IBSBF
978 mostraram-se bastante proximos, com pouca variagdo nas sequéncias de
groEL, mostrando-se relacionadas a linhagem atipica X. campestris pv. vesicatoria
XV441.
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X. vesicatoria LMG 911

Xanthomonas sp. IBSBF 925
(ex X campestris pv. vesicatoria)

X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 929

Xanthomonas sp. XV441
(ex X campestris pv. vesicatoria, nonA/nonB)

Xanthomonas sp. IBSBF 978

(ex X campestris pv. vesicatoria) Xanthomonas sp. IBSBF 317

(ex X campestris pv. vesicatoria)

0.01

Figura 3.19. Arvore filogenética obtida a partir da andlise por DNA-ML de
sequéncias de groEL de linhagens de Xanthomonas patogénicas
para tomate e pimentdo e linhagens atipicas.
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3.4.3. Andlise de sequéncias de groEL de linhagens-tipo de diferentes
espécies de Xanthomonas spp.

Foram determinadas as sequéncias parciais (360 a 600 pb) de groEL de 15
linhagens representantes de espécies-tipo de Xanthomonas, incluindo:
X. albilineans, X. arboricola, X. axonopodis, X. bromi, X. campestris, X. codiaei,
X cucurbitae, X. fragariae, X. oryzae, X. pisi, X sacchari X theicola
X. translucens, X. vasicola e X. vesicatoria (dados adicionais sobre as linhagens
encontram-se apresentadas na Tabela 2.1). A andlise filogenética das sequéncias
parciais de groEL estéo apresentadas na Figura 3.20.

A arvore filogenética obtida na andlise de Jukes-Cantor/neighbour joining das
sequéncias parciais do gene groEL (360 pares de base), evidenciou o
agrupamento das linhagens de Xanthomonas estudadas em quatro clusters

principais.

A linhagem atipica de Xanthomonas sp. (ex X campestris pv. vesicatoria
IBSBF 925) e a linhagem-tipo X. vesicatoria LMG 9117 foram alocadas a um
mesmo cluster, préximas a X. bromi, X. cucurbitae e X. pisi.

Em um segundo cluster, encontram-se as linhagens atipicas de
Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) IBSBF 317 e IBSBF 978 e a
linhagem-tipo de X arboricola. Este grupo inclui também as linhagens-tipo de
X. campestris e X. fragariae, e a linhagem X. campestris pv. vesicatoria XV441.

Um terceiro cluster compreendeu o agrupamento de X albilineans,
X. axonopodis, X. sacchari, X. theicola e X. translucens, préximas a X. axonopodis

pv. vesicatoria LMG 929, localizada na vizinhanga do grupo.

As linhagens de X. codiaei, X. oryzae e X vasicola formaram um grupo
distinto dos demais.
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—— X campestris pv. vesicatoria IBSBF 925

‘————— X vesicatoria LMG 911
X cucurbitae LMG 690
X bromi LMG 947
X pisi LMG 847
X campestris pv. vesicatoria IBSBF 317
X arboricola pv. juglandis LMG 747

X campestris pv. vesicatoria |BSBF 978

X fragarias LMG 708
‘[ X campestris pv. campestris LMG 568

——— X campestris pv. vesicatoria XV 441

X axonopaodis pv. vesicatoria LMG 929

| X albilineans LMG 494
X axonopadis pv. axonopodis LMG 538
] X translucens LMG 876 '
X sacchari LMG 471
—— X theicola LMG 8684
X oryzae LMG 5047
—————— X vasicolapv. holcicola LMG 736

X codiaei LMG 8678 04

Figura 3.20 Arvore filogenética obtida a partir da andlise por Jukes e
Cantor/Neighbor-Joining de sequéncias parciais de groEL de
linhagens-referéncia de Xanthomonas e isolados atipicos.
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3.5. Caracterizacdo Fenotipica de Atividade Enzimatica de
Linhagens-Tipo e Isolados Atipicos de Xanthomonas spp.
Patogénicas para Tomate e Pimentéo

As linhagens-referéncia de X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 929,
X. vesicatoria LMG 911, linhagens atipicas de Xanthomonas sp. (ex X. campestris
pv. vesicatoria, grupo nonA/nonB) XV441 e isolados brasileiros de Xanthomonas
sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) IBSBF 317, IBSBF 433, IBSBF 486, IBSBF
925 e IBSBF 978, foram analisadas quanto a atividade das enzimas
extracelulares: amilase, celulase, pectinase e protease. Os resultados encontram-
se apresentados na Tabela 3.7.

As linhagens X. vesicatoria LMG 911 e Xanthomonas sp. (ex X. campestris
pv. vesicatoria) IBSBF 433 promoveram a degradagao de amido apds 24 horas de
incubacdo, o mesmo acontecendo com as linhagens IBSBF 317, IBSBF 925 e
IBSBF 978, fortemente positivas apds 24 horas. As linhagens de X. axonopodis
pv. vesicatoria LMG 929 e Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria)
IBSBF 486 e XV440 e XV441, mostraram-se amilase negativas apds 48 horas de

incubagéo.

O teste de atividade celulolitica revelou que todas as linhagens testadas
apresentavam atividade de degradagido de celulose. As linhagens do grupo A,
X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 929 e Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv.
vesicatoria) IBSBF 486 mostraram-se fracamente positivas apés 48 h, enquanto
as linhagens atipicas Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) |IBSBF
317, IBSBF 925 e IBSBF 978 apresentaram atividade intensa de degradagéo de
celulose apés 24 h de incubagdo. As linhagens X vesicatoria LMG 911 e
Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) IBSBF 433, do grupo B, e
XV440 e XV441, apresentaram atividade de celulase apés 48 horas (Tabela 3.7).

A avaliagdo da atividade de pectinase mostrou que linhagens do grupo A,
X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 929 e Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv.
vesicatoria) IBSBF 486 e XV440 e XV441, sdo pectinase-negativas, enquanto que
as linhagens do grupo B, X vesicatoria LMG 911 e Xanthomonas sp. (ex
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X campestris pv. vesicatoria) IBSBF 433 sdo positivas. As linhagens brasileiras
atipicas Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) IBSBF 317, IBSBF
925 e IBSBF 978 mostraram-se fortemente positivas, apresentando atividade
significativamente mais intensa do que as linhagens do grupo B em 24 e 48 horas.

No teste de atividade de protease, os resultados mostraram que as linhagens
de X. vesicatoria do grupo B, incluindo X. vesicatoria LMG 911 e Xanthomonas sp.
(ex X. campestris pv. vesicatoria) IBSBF 433, e as linhagens atipicas
Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) IBSBF 317, IBSBF 925 e
IBSBF 978 foram protease-positivas. As linhagens atipicas Xanthomonas sp. (ex
X. campestris pv. vesicatoria) XV440 e XV441, e as linhagens de X. axonopodis
pv. vesicatoria LMG 929 e Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria)
IBSBF 486 n&o apresentaram atividade de degradagdo de proteinas, mesmo ap6s
48 horas (Tabela 3.7).

Tabela 3.7. Atividade de enzimas extracelulares de linhagens de Xanthomonas
patogénicas para tomate e pimentdo.

Linhagem Amilase Celulase Pectinase Protease
X. vesicatoria LMG 911 +/++" -/+ -1+ -/+

X. axonopodis pv.vesicatoria LMG 929 -/- -ff -/- -/~
Xanthomonas sp. XV440 -/- f/f -/- -/-
Xanthomonas sp. XV441 -/- -/f -/- -/-
Xanthomonas sp. IBSBF 317 +H+++ ++/++4 +/++ +++
Xanthomonas sp. IBSBF 925 4/ +++ +/+4++ +/++ +/++
Xanthomonas sp. IBSBF 978 +H+++ +/+++ +++ +++
Xanthomonas sp. IBSBF 433 +/++ ++ +/+ -/+
Xanthomonas sp. IBSBF 486 -/- ++ -/- -/-

*Resultados em apds 24h/48h de incubagdo, sendo + = atividade enzimatica pouco intensa;
++ = atividade intensa; +++ = atividade muito intensa, - = auséncia de atividade enzimdtica;
f = atividade enzimatica muito fraca.
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4. Discussao

4.1. Andlises de RFLP de Regiao Espagadora rDNA 16S-23S e do
Gene groEL

A aplicagao dos métodos moleculares propostos neste trabalho,
notadamente a caracterizagdo de polimorfismos e andlise filogenética de
sequéncias de fragmentos da regido espagadora rDNA 16S-23S e groEL, no
estudo da diversidade de Xanthomonas patogénicas para tomate e pimentéo, foi
bastante eficiente. Os resultados experimentais obtidos permitiram a diferenciagio
entre espécies de Xanthomonas deste grupo, com grande potencial de aplicagdo
na diferenciagao de outras espécies do género.

Andlises de polimorfismo de regido espagadora de rDNA 16S-23S vém
sendo utilizadas com sucesso na diferenciagao e identificagdo de varias espécies
de bactérias (Gurtler & Stanisich, 1996). Varios autores reportaram a diferenciacdo
entre espécies e/ou linhagens com base na variagdo de tamanho da regido
espagadora em grupos diversos de bactérias, incluindo microrganismos de
importéncia clinica, como Staphylococcus spp. (Mendoza et al. ,1998) e Legionella
spp. (Riffard et al., 1998), bem como organismos de importancia ambiental, como
Nitrosomonas spp. e Nitrosospira spp., bactérias que promovem oxidagdo de
aménia (Aakra et al., 1999).

Em Xanthomonas, Honeycutt et al. (1995) descreveram um par de primers
capaz de detectar variagdes no tamanho das seqtiéncias espagadoras de rDNA
16S-23S de X albilineans e outras espécies e patovares de Xanthomonas,
enquanto Maes ef al (1996) descreveram a obtengcdo de primers para
amplificagdo especifica da regido espagadora de rDNA 16S-23S para
Xanthomonas de cereais. No primeiro caso, a metodologia descrita foi eficaz como
método de detecgao para fitopatdégenos do grupo X. albilineans.

No presente estudo, as regides espagadoras 16S-23S de linhagens-tipo de
espécies de Xanthomonas e linhagens-tipo e referéncia de Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria e X. vesicatoria, foram amplificadas por PCR utilizando
um dos primers de Honeycutt et al. (1995), gerando um fragmento de 1 Kb, de
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tamanho semelhante aos produtos de amplificagao de X. albilineans (Honeycutt et
al. ,1995).

Nas analises de amplificagdo de regido espacgadora do rDNA 16S-23S de
espécies de Xanthomonas patogénicas para tomate e pimentdo realizadas, ndo
foram detectadas variagbes de tamanho nos produtos de amplificagdo obtidos.
Entretanto, foi possivel a diferenciagdo entre os grupos de Xanthomonas spp.
através de analises de RFLP dos fragmentos amplificados, o que tem sido descrito
para outras espécies de bactérias (Manceau & Horvais, 1997; Riffard et al., 1998).

No presente estudo, analises de PCR/RFLP de regido espagadora de rDNA
16S-23S das linhagens patogénicas para tomate e pimentdo com as enzimas
Alul, Dde | e Hinfl confirmaram dados de literatura (Vauterin et al., 1991; Stall et
al., 1994, Bouzar et al., 1994, Vauterin et al., 1995), diferenciando as linhagens de
X. campestris pv. vesicatoria em dois grupos principais: X. axonopodis pv.
vesicatoria e X. vesicatoria.

Foram analisadas todas as linhagens disponiveis de X. axonopodis pv.
vesicatoria e X. vesicatoria descritas na literatura dentro da nova classificagdo do
grupo (Vauterin et al., 1995), demonstrando que os dados de polimorfismo de
regido espacadora de rDNA 16S-23S permitem a clara distingdo entre as
linhagens dos dois grupos, consistentemente. Os resultados obtidos permitiram
ainda a detecgédo de linhagens atipicas entre isolados brasileiros do antigo grupo
X. campestris pv. vesicatoria e entre linhagens atipicas do grupo aqui referido
como nonA/nonB, descrito por Bouzar et al. (1994).

No estudo realizado, foram identificadas linhagens com padrdao de
polimorfismo idénticos aos de X. axonopodis pv. vesicatoria ou de X. vesicatoria
dentre os isolados brasileiros do antigo grupo X. campestris pv. vesicatoria
analisados. Em andlises de RFLP de regido espagadora de rDNA 16S-23S, os
resultados demostraram que dentre as 32 linhagens brasileiras de X. campestris
pv. vesicatoria isoladas no estado de Sao Paulo, 16 agruparam com
X. axonopodis pv. vesicatoria (ex-grupo A), enquanto que 16 apresentaram perfil
de X vesicatoria (ex-grupo B). Foi observada uma forte correlagdo entre as



104

linhagens do grupo B e hospedeiro de origem, sendo todas provenientes de
plantas de tomate, exceto a linhagem IBSBF 317, que foi isolada de tabaco. As
linhagens do grupo A foram isoladas predominantemente de pimentdo (14 dos 16
organismos analisados), com excegéo das linhagens IBSBF 483 e IBSBF 486,

isoladas de tomate.

Dados de literatura levantados através da andlise de histéricos de linhagens
depositadas em colegGes de cultura (LMG) indicam que organismos do grupo A
sdo predominantemente associados a pimentdo, corroborando os dados
levantados neste estudo. Dados para organismos do grupo B, no entanto,
sugerem que estes sdo associados a tomate, o que também foi confirmado neste
trabalho. Todas as seis linhagens de X. vesicatoria obtidas junto & LMG foram
isoladas de tomate.

A andlise de linhagens atipicas de Xanthomonas spp. patogénicas para
tomate e pimentdo com o marcador de regido espacadora rDNA 16S-23S
confirmou a variabilidade fenotipica e genotipica detectada por outros autores, que
descreveram a ocorréncia de pelo menos duas populagdes diferenciadas entre
linhagens de X. campestris pv. vesicatoria (Bouzar et al., 1994; Louws et al,
1995). Bouzar et al. (1994) descreveram um grupo de 21 linhagens de
X. campestris pv. vesicatoria que nao puderam ser alocadas nos grupos A ou B,
mostrando caracteristicas de ambos, com base principalmente em andlises
fenotipicas, incluindo produgdo de enzimas extracelulares, presenga de banda de
proteina caracteristica e dados de patogenicidade.

Nove das linhagens atipicas descritas por Bouzar et al. (1994) foram
analisadas através dos marcadores taxondmicos definidos neste trabalho. Nas
analises de polimorfismo de regido espagadora rDNA 16S-23S, as linhagens de
X. campestris pv. vesicatoria XV440 e XV441 apresentaram padrées de restricido
diferenciados das demais, agrupando com linhagens de X. axonopodis pv.
vesicatoria em analises de RFLP com as enzimas Alu | e Dra |, e com linhagens
de X vesicatoria em analises com Dde |, Hae lll e Hinf | (Tabela 4.1). Esses
organismos sdo de mesma origem geografica, isolados na Costa Rica, e
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apresentaram perfis de proteinas totais muito similares (dados nao apresentados),
diferenciando-se nitidamente das demais linhagens analisadas.

Em andlises de REP-, ERIC- e BOX-PCR (Louws et al., 1995), a linhagem X
campestris pv. vesicatoria XV441 apresentou perfil distinto de linhagens dos
grupos A e B. Nestes estudos, os autores destacaram a existéncia de pelo menos
quatro grupos genotipicos em 83 Xanthomonas patogénicas para tomate e
pimentdo analisadas, um dos quais corresponde a linhagem XV441. Dados de
atividade enzimatica também evidenciaram a diferenciagdo das linhagens XV440 e
XV441, as quais ndo apresentaram atividade de amilase, pectinase ou protease, e
apresentaram fraca atividade celulolitica. Este perfil € contrastante com
caracteristicas de linhagens do grupo B, que sdo positivas para todas as enzimas
citadas acima, e apresenta maiores semelhangas com o perfil de linhagens do
grupo A.

Recentemente, Jones et al. (1998) e Bouzar et al. (1999) demonstraram,
através de taxonomia polifasica e hibridizaggo DNA:DNA, que XV440 e XV441
representam uma terceira espécie de patégenos de tomate e pimentdo,
identificadas como “X. gardneri’.

Os resultados das andlises de polimorfismo de regido espagadora
apresentados neste trabalho permitiram a diferenciagdo de XV440 e XV441 das
linhagens dos grupos A e B, sugerindo que esta metodologia permite a
diferenciagdo dos trés principais grupos de Xanthomonas patogénicas para tomate
e piment&ao atualmente descritos na literatura: X. axonopodis pv. vesicatoria (grupo
A), “X. gardneri” (grupo D) e X. vesicatoria (grupo B). As linhagens de “X. gardner’
XV440 e XV441 apresentaram perfis de restricdo idénticos aos de linhagens do
grupo A e B, dependendo da enzima de restrigao analisada.

As quatro linhagens atipicas de Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv.
vesicatoria) isoladas de Barbados, XV330, XV334, XV338 e XV343, agruparam
sempre com X. axonopodis pv. vesicatoria nas analises de polimorfismo de regido
espagadora rDNA 16S-23S (Tabela 4.1), apesar de ndo apresentarem uma banda
de cerca de 75 pb caracteristica dos perfis de restrigio gerados com Dde |.
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Contudo, estes organismos apresentaram resultados de caracterizagdo de
atividade de enzimas extracelulares (dados ndo apresentados) semelhantes aos
de linhagens do grupo B, X. vesicatoria. Essas linhagens sdo correlacionadas a
organismos atipicos inicialmente isolados no México, identificados como X
campestris pv. vesicatoria grupo A, que apresentaram forte atividade amilolitica
(Bouzar et al., 1996), os quais foram também isolados em Ohio (Sahin & Miller,
1996). Algumas dessas linhagens foram recentemente classificadas como um sub-
grupo de A, denominado Amy-A, apresentando padrées de restrigdo gendmica
semelhantes em andlises de eletroforese de campo pulsado e homologia elevada
em experimentos de DNA-DNA com linhagens do grupo A (Jones et al., 1998). Os
dados de polimorfismo de restrigdo de regido espagadora com Dde | permitiram a
diferenciagdo dos organismos do grupo A1, sugerindo que esta metodologia
tambem pode ser aplicada na detecgdo de variagdo infra-especifica em
Xanthomonas patogénicas para tomate e pimentao.

As demais linhagens atipicas analisadas agruparam sempre com

X. axonopodis pv. vesicatoria.

A abordagem desenvolvida neste trabalho representa uma alternativa rapida
e relativamente simples para a identificagdo de Xanthomonas patogénicas para
tomate e pimentio quando comparada a métodos que vém sendo utilizados para
diferenciag@o entre essas espeécies, notadamente caracterizagédo da utilizagio de
diferentes fontes de carbono, produgédo de enzimas extracelulares e perfil de
proteinas totais (Beaulieu et al, 1991; Stall et al, 1994; Vauterin et al,, 1995
Vauterin et al., 1991; Bouzar et al., 1994b). Estes métodos podem ser susceptiveis
a variagbes linhagem-especificas ou interferéncias de fatores ambientais e
condigbes de crescimento, uma vez que constituem metodologias baseadas na

avaliagdo do fendtipo das linhagens.

Outros meétodos descritos na literatura para diferenciagdo entre
Xanthomonas spp. patogénicas incluem: hibridizagdo DNA:DNA, (Stall et al., 1994;
Vauterin et al., 1995), determinagdo de perfis de amplificagdo baseados na
utilizagéo de primers com sequléncia-alvo conhecida (REP-, ERIC- e BOX-PCR,
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Louws et al., 1995; Bouzar et al., 1999) ou néo (RAPD, Ferreira et al., 1997), e
utilizagéo de sondas moleculares grupo-especificas (Kuflu & Cuppels, 1997). A
hibridizagdo DNA:DNA apresenta elevado grau de resolugdo, mas é uma técnica
trabalhosa para ser aplicada na analise de rotina de um grande numero de
amostras. As técnicas baseadas no perfil de amplificagdo gerados por rep-PCR
s&o bastante eficazes no agrupamento de linhagens de Xanthomonas patogénicas
para tomate e pimentdo, detectando, inclusive, variagbes infra-especificas. Este
metodo, porém, é bastante sensivel as condigdes utilizadas nas reagdes de PCR,
incluindo a concentragédo de DNA utilizada como molde e primers, Taq polimerase
utilizada, concentragdo de sais na reagdo e condigdes do ciclo de amplificagéo.
Estas variaveis acarretam, muitas vezes, dificuldades na reprodugio de padroes
em andlises realizadas em diferentes laboratérios, o que foi confirmado por outros
autores (Jones, 1999, comunicagédo pessoal; Louws, 1999, comunicagdo pessoal).
A técnica de RAPD apresenta limitagdo andloga as apresentadas pela técnica de
rep-PCR.

Kuflu e Cuppels (1997) apresentaram um método diagndstico para
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria e X. vesicatoria. Os autores identificaram
um fragmento de 1,75 Kb, obtido através de hibridizagdo subtrativa, que se
mostrou Gtil na identificagdo de X. axonopodis pv. vesicatoria e X. vesicatoria em
experimentos de hibridizagdo. Esse fragmento permite a diferenciagcdo entre
linhagens desses grupos e linhagens de Xanthomonas n&ao-patogénicas,
encontradas muitas vezes em associagdo epifitica com plantas de tomate e
pimentdo. Contudo, a sonda descrita ndo permite a separagao entre linhagens de
X. axonopodis pv. vesicatoria e X. vesicatoria.

A aplicagdo de métodos de caracterizagdo baseados em hibridizagdo com
sondas moleculares, além de envolver técnicas trabalhosas, pode ser um fator
limitante na analise de grande numero de amostras. Alternativamente, Dianne
Cuppels (1999, comunicagdo pessoal), desenvolveu um par de primers
especificos para amplificagdo de um fragmento de 1,75 Kb diagndstico para
linhagens de Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (grupo A) e X. vesicatoria
(grupo B) (Kuflu & Cuppels, 1997), o que permitiu agilizar a andlise de amostras
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em laboratdérios de rotina. Contudo, a limitagdo quanto & diferenciagdo entre
organismos dos grupos A e B nao foi superada com a utilizagdo do método de
PCR.

Andlises de polimorfismo do gene groEL vém sendo utilizadas para a
identificagdo e diferenciagdo de espécies bacterianas diversas, incluindo
patégenos importantes, como Mycobacterium spp. e Nocardia spp. (Lungu et al.,
1994), Haemophilus ducreyi (Parsons et al., 1995), e Mycobacterium spp. do
complexo avium-intracellulare (MAC), fornecendo, neste Ultimo caso, informagées
para classificagéo de linhagens em nivel especifico e infra-especifico (Swanson et
al., 1997).

Analises filogenéticas baseadas em seqtiéncias de GroEL tém ajudado a
esclarecer relagbes taxondémicas controversas ou nao-evidentes através da
comparagao de sequéncias de rDNA 16S (Viale et al., 1994). Dados de andlises
de PCR e comparagdo de seqiiéncias de groESL de espécies de Ehrlichia
confirmaram as relagbes filogenéticas estabelecidas em andlises de seqliéncias
de rDNA 16S, além de demonstrar que sequéncias de groEL sdo menos
conservadas que sequéncias de rDNA 16S (Sumner et al., 1997). Esta molécula
tem se mostrado, portanto, uma alternativa vidvel para estudos filogenéticos em
casos onde a molecula de rDNA 16S ndo apresenta variabilidade e resolugéo
adequada.

No grupo Xanthomonas, comparagao de seqliéncias de 16S demonstraram
que este gene ndo € um bom marcador para estudos taxondmicos e filogenéticos,
devido a alta similaridade encontrada entre as sequéncias de organismos distintos
(Hauben et al., 1997). Estes resultados foram corroborados pela investigagéo
realizada no presente trabalho, direcionada para detecgdo de diferengas entre
rDNA 16S de Xanthomonas patogénicas para tomate e pimentdo, que pudessem
confirmar os dados de polimorfismo de regido espagadora rDNA 16S-23S.
Conforme esperado, n&o foi detectado qualquer polimorfismo de restricio para as
enzimas testadas (Figura 3.8), sendo que todas as amostras do grupo nonA/nonB
analisadas, X. axonopodis pv. vesicatoria LMG 929 e X vesicatoria LMG 911
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apresentaram perfis de restricdo idénticos, confirmando o alto grau de
conservagao dessa molécula entre espécies do grupo Xanthomonas.

Analises de PCR/RFLP de fragmentos do gene groEL de Xanthomonas
patogénicas para tomate e pimentdo com Hae lll, Msp | e Rsa | confirmaram
dados de literatura, agrupando linhagens de Xanthomonas sp. (ex X. campestris
pv. vesicatoria) em dois grupos principais: X. axonopodis pv. vesicatoria e
X. vesicatoria (Vauterin et al., 1991; Stall et al., 1994, Bouzar et al., 1994; Vauterin
et al, 1995), além de permitir a diferenciagdo de linhagens atipicas do grupo
nonA/nonB (Bouzar et al., 1994a).

Os dados obtidos no presente trabalho nas andlises de PCR-RFLP de groEL
corroboram os resultados obtidos nas andlises de RFLP de regido espacgadora de
rDNA 16S-23S para todas as linhagens-padréo utilizadas neste estudo, e para 29
dos 32 isolados brasileiros analisados, agrupado-os consistentemente como
linhagens dos grupos A, B ou atipicas.

A regidao do gene groEL utilizada nas andlises de RFLP neste estudo
mostrou-se mais varidvel que a regido espagadora rDNA 16S-23S, permitindo a
detecgdo de trés linhagens, Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria)
IBSBF 317, IBSBF 925 e IBSBF 978 entre os isolados brasileiros estudados, com
polimorfismo diferenciado, as quais ndo foram detectadas nas analises com
aquele marcador (Tabela 4.1).

Os dados de polimorfismo de groEL das nove linhagens nonA/nonB
analisadas corroboraram a classificagdo obtida com andlises de RFLP de regiéo
espagadora. As linhagens “X. gardneri” XV440 e XV441 foram novamente
diferenciadas das demais, agrupando com linhagens de X. axonopodis pv.
vesicatoria quando o fragmento de groEL foi digerido com Msp |, e com
X. vesicatoria nas analises de restrigdo com Hae Ill e Rsa | (Tabela 4.1). Estas
linhagens foram as Gnicas que apresentaram esse tipo de polimorfismo para os
dois marcadores estudados, corroborando dados de REP- e ERIC-PCR (Louws et
al., 1995) e dados de caracterizagéo polifasica de Jones et al. (1998) e Bouzar et
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al. (1999), que alocaram essas linhagens como uma terceira espécie de
patogenos de tomate e pimentao, “X. gardneri”.

As quatro linhagens provenientes de Barbados, Xanthomonas sp. (ex
X. campestris pv. vesicatoria), XV330, XV334, XV338 e XV343, mostraram-se
sempre idénticas as linhagens de X. axonopodis pv. vesicatoria nas andlises de
groEL. Néo foi detectada qualquer variagdo entre os perfis de restrigdo para as
enzimas testadas, em contraste com os resultados das andlises de RFLP de
regiéo espagadora rDNA 16S-23S, as quais foram mais sensiveis na detecgéo de
variagéo infra-especifica neste grupo de organismos.

As demais linhagens, Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria)
XV560 e XV655, foram agrupadas com X. axonopodis pv. vesicatoria, e a
linhagem Xanthomonas sp. (ex X campestris pv. vesicatoria) BV5-4a foi
consistentemente agrupada com X. vesicatoria nas andlises de RFLP dos dois
marcadores (Tabela 4.1).

Na analise das linhagens brasileiras de Xanthomonas sp. (ex X. campestris
pv. vesicatoria), a linhagem IBSBF 317 apresentou padrdo de restrigdo distinto das
demais linhagens quando analisada com a enzima Rsa | (Figura 3.13). Quando
analisada com Msp |, IBSBF 317 agrupou com X. axonopodis pv. vesicatoria
(Figura 3.12), o que difere dos dados obtidos com o marcador molecular de regido
espacadora de rDNA 16S-23S, onde esta linhagem foi agrupada consistentemente
com X. vesicatoria. Contudo, na analise de restrigdo de groEL com Hae Il (Figura
3.11) este organismo apresentou padrao de polimorfismo idéntico ao de linhagens
de X. vesicatoria (Tabela 4.1). Cabe ressaltar que esta linhagem é atipica para o
grupo, pois foi isolada de Nicotiana tabacum, o qual nio é um hospedeiro usual
para Xanthomonas deste grupo. As discrepancias encontradas tanto na
caracterizagdo de polimorfismo de regido espagadora como de groEL sugerem a
realizacé@o de estudos adicionais para elucidar a classificagio deste organismo.

A linhagem Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) IBSBF 925
apresentou polimorfismo diferenciado das linhagens dos grupos A e B para duas
das enzimas utilizadas. Quando digerida com Msp |, a linhagem apresentou um
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perfil semelhante ao de linhagens do grupo A (Figura 3.12). Digestdo com Hae i
gerou perfil de bandas semelhante ao de linhagens do grupo B, embora com
auséncia de algumas bandas (Figura 3.11). A enzima ARsa | agrupou a linhagem
com X. vesicatoria (Figura 3.13). Os dados de groEL diferem dos resultados
obtidos com o marcador rDNA 16S-23S, pelos quais a linhagem foi
consistentemente agrupada com linhagens de X. vesicatoria (Tabela 4.1).

O isolado de Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) IBSBF 978
apresentou perfil de polimorfismo semelhante ao das linhagens “X. gardner’”
XV440 e XV441 para o gene groEL, sendo agrupado com X. axonopodis pv.
vesicatoria quando digerido com Msp | e com X. vesicatoria quando digerido com
Hae lll ou Rsal (Figuras 3.12, 3.11 e 3.13, respectivamente).

Os resultados obtidos na caracterizagdo de polimorfismo de groEL
permitiram a separagdo das linhagens de X. axonopodis pv. vesicatoria,
X. vesicatoria e “X. gardneri”, além da detecgdo de organismos atipicos entre
isolados brasileiros Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria). A andlise
conjunta dos dados de caracterizagao das linhagens de Xanthomonas com os dois
marcadores permitiu a alocagdo dos organismos em grupos, de acordo com o
perfil de polimorfismo obtido (Tabela 4.1).

Através destes dados, serd proposta a alocagao dos isolados brasileiros de
Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) as espécies X. axonopodis pv.
vesicatoria (grupo A) e X vesicatoria (grupo B), exceto para trés linhagens
atipicas, que foram consistentemente diferenciadas nas andlises de polimorfismo
de groEL, Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) IBSBF 317, IBSBF
925 e IBSBF 978, as quais necessitam de caracterizagao taxonémica polifasica
para posterior identificagao.
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Tabela 4.1. Classificagdo de linhagens de Xanthomonas spp. patogénicas para
tomate e pimentdo através de andlises de RFLP de regido
espagadora 16S-23S e RFLP de uma regido do gene groEL.

Linhagem Hospedeiro/fonte Espécie Padrédo de RFLP
rDNA 16S-23S groEL
Alul  Ddel Hinfl |Haelll Mspl Rsal
LMG 667 Tomate Xav A A A A A A
LMG 668 Pimentao/ llhas Cook Xav A A A A A A
LMG 906 nd.* Xav A A A A A A
LMG 909 Pimentao/ C. Marfim  Xav A A A A A A
LMG 910 Pimentao/ Marrocos  Xav A A A A A A
LMG 911"  Tomate/N.Zelandia  Xv B B B B B B
LMG 913 Pimentao/ Senegal Xav A A A A A A
LMG 914 Tomate/ Senegal Xav A A A A A A
LMG 916 Tomate/ N.Zeldndia  Xv B B B B B B
LMG 917 Tomate/ N.Zelandia  Xv B B B B B B
LMG 919 Tomate/ Rodésia Xv B B B B B B
LMG 920 Tomate/ ltalia Xv B B B B B B
LMG 922 Pimentao/ EUA Xav A A A A A A
LMG929™  Tomate/ EUA Xav A A A A A A
LMG 935 Tomate/ Hungria Xv B B B B B B
IBSBF 251 Tomate/ Brasil Xv B B B B B B
IBSBF317* Tabaco/ Brasil X. sp. B B B B A A
IBSBF 331 Pimentao/ Brasil Xav (exXev) A A A A A A
IBSBF 332  Pimentao/ Brasil Xav (exXev) A A A A A A
IBSBF 345  Pimentio/ Brasil Xav (exXev) A A A A A A
IBSBF 346  Pimentao/ Brasil Xav (exXev) A A A A A A
IBSBF 400  Piment&o/ Brasil Xav (ex Xev) A A A A A A
IBSBF 401 Pimentao/ Brasil Xav (exXev) A A A A A A
IBSBF 407  Tomate/ Brasil Xv (exXcv) B B B B B B
IBSBF 411 Pimentao/ Brasil Xav (exXev) A A A A A A
IBSBF 411 Pimentao/ Brasil Xav (exXev) A A A A A A
IBSBF 412  Pimentao/ Brasil Xav (ex Xev) A A A A A A
IBSBF 414  Pimentao/ Brasil Xav (ex Xev) A A A A A A
IBSBF 415  Piment&o/ Brasil Xav (exXev) A A A A A A
Tabela 4.1. Continuagao.
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Linhagem Hospedeiro/fonte Espécie Padr&o de RFLP
rDNA 16S-23S groEeL
Alul Ddel Hinfl {Haelll Msp! Rsal

IBSBF 418  Tomate/ Brasil Xv (ex Xcv) B B B B B B
IBSBF 419  Tomate/ Brasil Xv (exXev) B B B B B B
IBSBF 420  Tomate/ Brasil Xv (exXcev) B B B B B B
IBSBF 427  Tomate/ Brasil Xv (ex Xev) B B B B B B
IBSBF 433  Tomate/ Brasil Xv (ex Xev) B B B B B B
IBSBF 465  Tomate/ Brasil Xv (ex Xev) B B B B B B
IBSBF 478  Pimentao/ Brasil Xav (exXev) A A A A A A
IBSBF 479  Tomate/ Brasil Xv (exXev) B B B B B B
IBSBF 483  Tomate/ Brasil Xav (exXev) A A A A A A
IBSBF 484  Tomate/ Brasil Xv (ex Xev) B B B B B B
IBSBF 486  Tomate/ Brasil Xav (exXev) A A A A A A
IBSBF 646  Pimentao/ Brasil Xav (exXev) A A A A A A
IBSBF 925* Tomate/ Brasil X. sp. B B B B’ A B’
IBSBF 948  Pimentéo/ Brasil Xav (exXev) A A A A A A
IBSBF 978* Tomate/ Brasil X. sp.) B B B B A B
IBSBF 1145 Pimentao/ Brasil Xav (exXev) A A A A A A
IBSBF 1165 Tomate/ Brasil Xv(exXev) B B B B B B
IBSBF 1196 Tomate/ Brasil Xv B B B B B B
BV5-4b Tomate/ Argentina Xv n.d. n.d. B B B B
XV330 Pimentdao/ Barbados Xav (exXcv) A A* A A A A
XV334 Pimentao/ Barbados Xav (exXcv) A A* A A A A
XV338 Pimentao/ Barbados Xav (exXcv) A A* A A A A
XV343 Pimentao/ Barbados Xav (exXcv) A A* A A A A
Xv440 Tomate/ Costa Rica Xg (ex Xcv) A B B B A B
Xvaa1 Tomate/ Costa Rica Xg (ex Xcv) A B B B A B
XV560 Tomate/ Guatemala  Xav (exXev) A A A A A A
XV655 Pimentaor/ Porto Rico Xav (exXev) A A A A A A

*Linhagens apresentando padrao de restricao diferentes dos grupo A and B; A’e B’: padrbes de
restricao descritos como A' e B', de acordo com similaridade com padrées A ou B. Xav =
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria; Xcv = Xanthomonas campestris pv. vesicatoria; Xg = “X.
gardneri” ; X. sp. = Xanthomonas sp.; Xv = Xanthomonas vesicatoria; n.d.= nao determinado.
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Dados de atividade de enzimas extracelulares corroboraram a diferenciagéo
das linhagens Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) IBSBF 317,
IBSBF 925 e IBSBF 978. Estes organismos apresentaram atividade amilolitica,
celulolitica, pectolitica e proteolitica mais intensa que qualquer outra linhagem
testada. As linhagens de X. axonopodis pv. vesicatoria ndo apresentam atividade
para as enzimas citadas, exceto celulase, o mesmo acontecendo com as
linhagens de “X. gardneri”. Com base nessa caracteristica, portanto, as linhagens
atipicas citadas acima estdo mais relacionadas as linhagens do grupo B. Isso
também se confirma através de andlises de perfil de proteinas totais (dados néo
apresentados). As linhagens IBSBF 317 e IBSBF 978 apresentaram padrdes de
proteinas celulares semelhantes ao de linhagens do grupo B. O padrdo de
proteinas celulares da linhagem IBSBF 925 foi distinto dos demais. Os dados
obtidos para as linhagens Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria)
IBSBF 317, IBSBF 925 e IBSBF 978 reforgam a necessidade da realizagéo de
estudos complementares para elucidar a classificagao destes organismos.

A analise do polimorfismo de restricdo de groEL para diferentes espécies de
Xanthomonas, incluindo X. albilineans, X. arboricola, X. axonopodis, X. bromi,
X. campestris, X. cassavae, X. codiaei, X. cucurbitae, X. fragariae, X. hortorum,
X hyacinthi, X. melonis, X. oryzae, X. pisi, X. sacchari, X. theicola, X. translucens,
X. vasicola, X. vesicatoria, sugere que este marcador pode ser utilizado para
diferenciagdo entre espécies do género. Os polimorfismos mais informativos
nestas andlises foram gerados com Hae lll, resultando em perfis distintos para
quase todas as linhagens estudadas (Figura 3.15-A). A inclusdo de um maior
numero de linhagens representativas de cada espécie analisada, para avaliagéo
da resolucéo deste método na diferenciagdo especifica de bactérias do género
Xanthomonas, necessita ainda ser realizada.
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4.2. Anadlise Filogenética de Seqliéncias de Regido Espacadora
16S-23S e Gene groEL de Xanthomonas spp.

As andlises filogenéticas das seqliéncias de groEL de X axonopodis pv.
vesicatoria LMG 929, X. vesicatoria LMG 911 e “X. gardneri” XV441, e das trés
linhagens atipicas Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria) IBSBF 317,
IBSBF 925 e IBSBF 978, permitiram a diferenciagdo entre todos os organismos
analisados (Figura 3.19). Os dados sugerem que as linhagens IBSBF 317 e IBSBF
978 sado relacionadas entre si, sendo alocadas préximas a “X. gardneri’. A
linhagem IBSBF 925 foi agrupada com X. vesicatoria, porém apresentou maior
divergéncia de seqléncia em comparagao ao grupo IBSBF 317, IBSBF 978 e “X.
gardneri’ (Figura 3.19).

As analises filogenéticas preliminares de sequiéncias parciais de groEL de 15
especies validas de Xanthomonas, incluindo X albilineans, X. arboricola,
X. axonopodis, X. bromi, X. campestris, X. codiaei, X. cucurbitae, X. fragariae,
X. oryzae, X pisi, X. sacchari X theicola, X. translucens, X. vasicola e
X. vesicatoria, demostraram que X. axonopodis pv. vesicatoria pode ser
diferenciada dos demais organismos, inclusive da espécie-tipo X. axonopodis pv.
axonopodis. Os dados de analise filogenética demonstraram que X. axonopodis é
um grupo bastante heterogéneo, confirmando observagdes anteriores (Jones et
al., 1998; Lacy et al., 1997).

A relagdo filogenética entre “X. gardneri” XV441 e os organismos atipicos
representados pelas linhagens IBSBF 317 e IBSBF 978 foram corroboradas nas
analises realizadas com um maior nimero de seqliéncias representativas da
diversidade de espécies de Xanthomonas, sendo estes organismos colocados em
um cluster que inclui X. arboricola nestas andlises. A classificagéo filogenética das
linhagens IBSBF 317 e IBSBF 978, préxima de “X. gardneri’, discorda, no entanto,
dos resultados de classificagdo baseados nos perfis de restricdo da regido
espagadora rDNA 16S-23S, nas quais estes organismos agrupam
consistentemente com linhagens do grupo B. Dados de caracterizagéo fenotipica
e perfil de proteinas totais ndo auxiliaram na elucidagdo da relagdo taxondmica
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destes organismos, e ndo corroboram a afiliagéo filogenética com “X. gardneri”. A
posigéo taxondmica destes isolados é, portanto, ainda incerta até o momento.

A linhagem atipica IBSBF 925 foi recuperada em um mesmo cluster com
X. vesicatoria LMG 911, distinto dos demais grupos na classificagédo filogenética
baseada em sequéncias parciais de groEL. Os dados obtidos nas andlises
filogeneticas, reforgam, mais uma vez, a necessidade de estudos complementares

para a elucidagdo da relagdo taxonémica entre estes organismos.

Nesse mesmo cluster, o agrupamento de X. pisi, X. bromi e X. cucurbitae em
um mesmo grupo corrobora, conforme esperado, os dados de andlises de RFLP
de groEL obtidos para estas linhagens. X. pisi e X. bromi apresentaram perfis
idénticos de polimorfismo de groEL com 4 enzimas testadas, incluindo Ava Il, Hae
I, Mspie Rsal.

As analises filogenéticas das seqiiéncias do outro marcador avaliado neste
estudo, regido espagadora rDNA16S-23S, incluindo as linhagens-referéncia de
X. axonopodis pv. vesicatoria, X. vesicatoria e “X. gardneri” XV441, em
comparagéo com as sequéncias de outras linhagens de Xanthomonas disponiveis

em banco de dados, novamente levou a separagdo de X. axonopodis pv.
vesicatoria, “X. gardneri’ e X. vesicatoria em grupos diferentes.

O agrupamento formado por X. cucurbitae e X. pisi, proximas a X. vesicatoria
LMG 911, também confirma os dados derivados de andlises de polimorfismo de

groEL.

No grupo que inclui linhagens de X. axonopodis pv. vesicatoria esta também
presente uma linhagem do subgrupo A1, ou amy-A, representado pela linhagem
XV338, conforme o esperado, de acordo com os dados de homologia DNA:DNA
para esse grupo (Bouzar et al,,1999). Os resultados obtidos com RFLP de groEL e
de regi&o espagadora, agrupando a linhagem XV338 sempre com as linhagens-
referéncia de X. axonopodis pv. vesicatoria, confirmam essa correlagéo.

As linhagens de X. campestris pv. dieffenbachiae e X. campestris pv.
physalidicola, este dltimo um patégeno de Solaniceas, também foram
recuperadas no cluster de X. axonopodis pv. vesicatoria. Em andlises de RFLP de
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regido espagadora da linhagem de referéncia do patovar X. campestris pv.
physalidicola LMG 845 com Hinf |, realizadas neste trabalho (dados nao
apresentados), este foi agrupado com linhagens de X. axonopodis pv. vesicatoria,
0 que sustenta a associagao entre organismos desses patovares.

A linhagem “X. gardneri’ XV441 agrupou claramente com outra linhagem de
“X. gardneri’, cuja sequéncia foi obtida em banco de dados, em um cluster
relativamente distante de X axonopodis pv. vesicatoria e X. vesicatoria,
comprovando que essa linhagem atipica € uma terceira especie de patégenos de
tomate e pimentdo. X. arboricola pv. pruni foi agrupada préximo a “X. gardner’’
nestas analises, corroborando resultados obtidos com as andlises filogenéticas de
sequéncias parciais de groEL.

O agrupamento obtido nas andlises filogenéticas de sequéncias parciais de
groEL corroboram parcialmente o0s grupos recuperados em analises de
sequéncias de rDNA 16S, apresentando, entretanto, maior resolugdo na
diferenciagdo de alguns grupos. Hauben et al. (1997) descreveram trés clusters
para as 20 especies de Xanthomonas analisadas. Um deles, denominado cluster
3, inclui as linhagens de X. albilineans, X. translucens, X. hyacinthi e X. theicola,
enquanto o cluster 2 inclui apenas X. sacchari, recuperado na proximidade do
cluster 3. O cluster 1 abrange todas as demais espécies validas de Xanthomonas.

Nas anadlises filogenéticas resultantes de seqliéncias de groEL apresentadas
neste trabalho, foi recuperado um grupo muito similar ao cluster 3 de Hauben et al.
(1997), incluindo X. albilineans, X. translucens e X. theicola, além de X. sacchari e
X. axonopodis, as quais agruparam préximas ao cluster 3 nas anadlises
filogenéticas de seqiiéncias de rDNA 16S.

X. codiae, X. oryzae e X. vasicola foram recuperadas em posi¢des préximas
no cluster1 de rDNA 16S, o que foi confirmado na arvore filogenética derivada das
sequéncias de groEL. A proximidade filogenética entre X. bromi e X. pisi descrita
por Hauben et al. (1997) foi igualmente confirmada por resultados de analises
filogenéticas de sequéncias de groEL.



118

Outras relagdes filogenéticas ndo podem ser inferidas ou comparadas
devido a auséncia de informagdes disponiveis quanto as seqliéncias de groEL das
demais espeécies de Xanthomonas e a quantidade limitada de seqléncias de
regibes espagadoras disponiveis em bases de dados. Os dados de andlises
filogenéticas preliminares de regidao espagadora sugerem que esse marcador
possa ser uma alternativa viavel para contornar as limitagées de resolugdo do
rDNA 16S como marcador filogenético no género Xanthomonas.

As andlises de seqliéncias parciais de groEL sugerem que este € um bom
marcador filogenético para o género Xanthomonas. Andlises complementares da
sequéncia completa do gene, bem como a comparagdo das seqiiéncias das
proteinas GroEL, poderdo fornecer dados mais elucidativos para andlises de
filogenia e evolugéo de especies de Xanthomonas.

A anélise filogenética de seqiiéncias de regido espagadora de rDNA e groEL
de um maior nimero de linhagens de cada espécie de Xanthomonas, e andlises
de representantes dos diversos patovares alocados em diversas das espécies,
seria interessante para elucidar as relagbes evolutivas entre os organismos deste

género.
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5. Conclusoes

As analises de RFLP de regido espagadora de rDNA 16S-23S e do gene
groEL (chaperonina) demonstraram a eficiéncia desses marcadores na
diferenciag&o entre linhagens dos grupos de Xanthomonas associadas a tomate e
pimentdo, X. axonopodis pv. vesicatoria, “X. gardneri’ e X. vesicatoria, de modo
rapido e preciso, consistindo em ferramenta Util para a identificagio desses
patégenos.

As andlises de restricdo para os dois marcadores testados apresentaram
polimorfismo diferenciado para duas das linhagens do grupo nonA/nonB, XV440 e
XV441, confirmando dados de literatura que recentemente agruparam essas

linhagens na espécie “X. gardneri’ (Bouzar et al., 1999).

Os resultados obtidos com o marcador groEL corroboram os dados obtidos
com o marcador de rDNA 16S-23S para as linhagens padrao analisadas, para as
linhagens do grupo nonA/nonB e para a maioria dos isolados brasileiros
analisados. O gene groEL, entretanto, mostrou-se mais sensivel na detecgéo de
variabilidade infra-especifica.

Analises com groEL permitiram a identificagdo de 3 linhagens atipicas dentre
os 32 isolados brasileiros de Xanthomonas sp. (ex X. campestris pv. vesicatoria)
testados. Essas linhagens, IBSBF 317, 925 e 978 apresentaram padroes de
restricdo distintos das linhagens dos grupos A ou B, ou de “X. gardneri”. A
comparagao dos resultados das analises dessas linhagens quanto ao polimorfismo
dos dois marcadores testados e testes fisioldgicos preliminares, incluindo perfis de
proteinas totais e atividade de enzimas extracelulares, confirmaram a
diferenciagéo das mesmas dos demais grupos citados.

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a existéncia de grupos
polimérficos genotipicos dentre as linhagens do grupo previamente denominado
X. campestris pv. vesicatoria, conforme sugerido através de andlises fenotipicas e
quimiotaxonémicas (Bouzar et al., 1994) e de andlises de REP, ERIC e BOX PCR
(Louws et al., 1995) e demonstram, ainda, a ocorréncia de linhagens atipicas entre
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os isolados do estado de Sao Paulo. Essas linhagens ndo encontram paralelo
descrito na literatura.

Os resultados observados para os isolados brasileiros analisados confirmam
a existéncia de uma correlagdo entre as espécies X. axonopodis pv. vesicatoria e
X. vesicatoria e a planta hospedeira. As linhagens classificadas como
X. vesicatoria foram todas isoladas de plantas de tomate, exceto por uma
linhagem, IBSBF 317, isolada de tabaco, a qual eventualmente foi identificada
como atipica. As linhagens que agruparam com X. axonopodis pv. vesicatoria
(grupo A) foram predominantemente associadas a pimentao (14 entre 16).

As andlises de polimorfismo do gene groEL de diferentes espécies de
Xanthomonas indicam que este marcador pode ser utilizado para diferenciagao
entre espécies do género de modo relativamente rapido, através de comparagao
de perfis de bandas polimdrficas em andlises de PCR/RFLP.

As anadlises filogenéticas de seqliéncias de regido espagadora de rDNA
16S-23S e da regido do gene groEL considerada neste estudo devem ser
avaliadas mais detalhadamente como alternativas de marcadores filogenéticos
para 0 género Xanthomonas, podendo auxiliar na elucidagdo das relagdes
evolutivas entre os organismos deste género.



121

6. Perspectivas

As analises taxonémicas e filogenéticas realizadas com os marcadores
moleculares definidos neste trabalho sugerem que o seqlienciamento da regiédo
espagadora e da seqléncia completa do gene groEL de todas as espécies de
Xanthomonas seria importante para estudos filogenéticos de organismos desse
género. Além disso, a andlise das sequéncias permitiria a identificagdo de
possiveis sequiéncias especificas de cada grupo ou espécie (seqléncias-
assinatura) e posterior desenho de sondas e/ou primers especificos, podendo
levar a definicdo de novas estratégias diagnésticas para fitopatégenos do género

Xanthomonas.

A caracterizagdo taxondmica polifasica das linhagens atipicas identificadas
neste estudo, seria importante, podendo definir se estas consistem em nova(s)
especie(s), patovares ou subgrupos de Xanthomonas associadas a tomate e/ou
pimentédo (X. axonopodis pv. vesicatoria, “X. gardneri’, X. vesicatoria), ou a outras
espécies de Xanthomonas. Para este propdsito, poderiam ser realizados andlises
de homologia DNA:DNA.

A utilizagdo dos marcadores definidos neste estudo abre a possibilidade de
realizagdo de analises mais abrangentes da diversidade do grupo de patégenos
associados a tomate e pimentao, incluindo grande nimero de isolados de todo o
Brasil, para mapeamento da diversidade desses grupos no pais. A inclusao de
outros grupos de Xanthomonas spp. de taxonomia controversa, como xantomonas
associadas a frutas citricas (grupo citri) ou ao grupo, provavelmente polifilético, de
Xanthomonas axonopodis, nesse tipo de andlise, seria de grande interesse.

A avaliagdo do gene groEL de espécies de Xanthomonas por PCR/RFLP
sugere o seu potencial como marcador taxonémico na diferenciagdo de espécies
do género. Andlises incluindo um maior nimero de linhagens representativas de
cada espécie seriam necessarias, para avaliagdo da resolugido e consisténcia
.deste método na diferenciagdo das espécies de bactérias do género
Xanthomonas, bem como avaliagdo da resolugdo do marcador na detecgdo de
variabilidade em nivel infra-especifico. |
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As anadlises de sequéncias parciais de groEL sugerem que este é um bom
marcador filogenético para o género Xanthomonas e andlises da seqliéncia
completa do gene groEL, bem como a comparagéo das seqliéncias das proteinas
GroEL, poderao fornecer dados mais elucidativos para andlises de filogenia e
evolugdo de especies de Xanthomonas. Concomitantemente, a andlise de outros
marcadores moleculares em estudos de taxonomia e filogenia de Xanthomonas,
incluindo moléculas conservadas como as chaperoninas dnaK e dnaJ, o gene
recA e genes ligados a fitopatogenicidade, como avr e hrp, seria extremamente

desejavel.
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