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RESUMO

HALFELD VIEIRA, B. de A. Caracterizagiio fisiolégica, molecular e
viruléncia de isolados de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e sna
variante fuscans. Lavras: UFLA, 1999. 84p. (Dissertagio - Mestrado em
Fitopatologia)”

Foram caracterizados 42 isolados de Xanthomonas axonopodis pv.
Phaseoli e de sua variante fuscans, baseando-se em suas yiruléncias,
caracteristicas fisiologicas e moleculares, na busca de caracteres marcantes para
identificacdo da bactéria. O estudo da viruléncia consistiu de inoculagGes em
planta hospedeira suscetivel (Phaseolus vulgaris cv. Carioca) podendo-se
diferenciar nove grupos, e plantas ndo hospedeiras (Capsicum annuum cv.
Agrondémico 10 G, Lycopersicon esculentum cv. S® Clara e Nicotiana tabacum
cv. Turkish NN), onde plantas de fumo e tomateiro foram mais adequadas para
expressdo da reacdo de hipersensibilidade, incitada pela bactéria. Investigou-se,
também, possiveis relagSes entre viruléncia e origem dos isolados e capacidade
de produzir melanina in vitro. Estudos fisiologicos, representados por provas
bioquimicas, foram realizados a partir de uma bateria de 14 testes de rotina,
além de um screening nutricional efetuado por 95 fontes exclusivas de carbono
distintas, onde a2 combinagio de resultados foi capaz de caracterizar com
seguranca os isolados de Xap e Xapf, com excegdo de .X. sp. pv. passiflorae,
diferencidvel somente pela viruléncia na planta hospedeira e pelo marcador
molecular estudado. Foram eficientes, na caracterizagdo dos isolados, a
morfologia das colSnias, de coloragio amarelada, convexas ou lisas, Gram-
negativas, aerdbias estritas, com padrio caracteristico para pigmento
xanthomonadina, o resultado positivo para protedlise do leite, hidrdlise do
amido, esculina e gelatina e negativo para oxidase, a capacidade de utilizar 19
agucares como fontes tinicas de Carbono e nio utilizacdo de asparagina, icido
férmico, D-manitol, D-sorbitol, D-arabitol, D, L camitina, L-arabinose, L-
ramnose e m-inositol, além de outras. Ficou também constatada a ineficacia dos
testes de tolerdncia ao C.T.T., tanto a 0,1 quanto 0,02%, assim como
temperatura maxima de crescimento a 38 °C. Para caracteriza¢io molecular, foi
utilizado um par de primers de comprovada eficiéncia na deteccdo de isolados
virulentos de Xap e Xapf, requerendo adaptagdes no protocolo original, que
além de otimizar o processo, permitiram uma maior agilidade, devido a
possibilidade de supressdo da etapa de extracdo de DNA. A técnica de PCR se
mostrou eficiente, sendo que apenas dois isolados, um de Xap e outro de Xapf,
ndo tiveram seu DNA amplificado, onde um deles foi o que apresentou menor

i



grau de viruléncia dentre os demais. A homologia desta regidio, com o isolado de
X. a. pv. vitians, também foi observada pela fraca amplificacio de um fragmento
com o mesmo numero de pares de bases. Os resultados demonstraram a
necessidade de se adotar uma combinagdo de testes para que se tenha maior
seguran¢a no processo de identificagdo dos diferentes isolados de Xap e Xapf.

* Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Orientador) e Ant6nia
dos Reis Figueira - UFLA.
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ABSTRACT

HALFELD VIEIRA, B. de A. Physiological, molecular characterizat.;ion a?d
virulence of isolates of Xanthomonas axonopodis pv- phaseoli and its
variant fuscans. Lavras: UFLA, 1999. 84p. (Dissertation - Master Program

in Phytopathology)®

Forty two isolates of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli and of its
variant fuscans were characterized, by basing upon their virulences,
physiological and molecular characteristics, in the search for outstanding
characters for identifying bacteria. The study of virulence consisted of
inoculations in a susceptible host plant (Phaseolus vulgaris cv. Carioca), nine
groups being able to be distinguished and non-host plants (Capsicum annuum
cv. Agronémico 10 G, Lycopersicon esculetum cv. S® Clara and Nicotiana
tabacum cv. Turkish NN) where tobacco and tomato plants were the most
suitable for the expression of the reaction of hypersensibility, instigated by the
bacterium. Also, possible relationships between virulence and origin of the
isolates and capacity of producing melanin in vitro were investigated.
Physiological studies, stood for by biochemical assays, were performed from a
bacterium of 14 routine tests besides a nutritional screening conducted by 95
unique distinguished carbon sources, where the combination of results was able
to safely characterize the isolates of Xap and Xapf, except for X. sp. pv.
passiflorae, distinguished only by virulence in the host plant and by the
molecular marker studied. They were efficient in characterizing the isolates,
colonies morphology, yellowish colored, convex or smooth, Gram-negative,
restrict aerobic with characteristic patterns for the pigment xanthomonadin, the
Positive result for milk proteolysis, hydrolysis of starch, esculin and gelatin and
negative for oxidase, the capacity of utilizing 19 sugars as single sources of
carbon and non-utilization of asparagine; formic acid; D-mannitol; D-sorbitol;
D-arabitol; D, L, camitine; L-arabinose; L-thamnose and m-inositol, besides
others. The inefficacy of C.T.T tolerance tests also became apparent, both at 0.1
and 0,02% as well as maximum growth temperature at 38 C. For molecular
characterization, a pair of primers of proved efficiency in detecting virulent
isolates of Xap and Xapf was utilized, demanding adaptations in the original
protocol that besides optimizing the process, allowed an increased agility due to
the possibility of suppression of the DNA extracting step. PCR technique proved
efficient, being that only two isolates, one of Xap an the other of Xapf, did not
have its DNA amplified, where one of them was that which presented the lowest
degree of virulence among the others. The homology of this region, with the
isolate of X. a. pv. vitians also was observed by the poor amplification of a



fragment with the same number of pairs of bases. The results showed the need to
adopt a combination of tests to have a greater safety in the process of
identification of the different isolates of Xap and Xapf.

* Guidance Commitee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Major Professor) and
Ant6nia dos Reis Figueira - UFLA.
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1 INTRODUCAO GERAL

Um dos grandes entraves para a cultura do feijoeiro, tanto no Brasil
quanto nas demais regides produtoras do mundo, é a ocorréncia do crestamento
bacteriano, causado pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith
1897) Vauterin, Hoste, Kersters e Swings 1995 e sua variante fuscans que tem,
como caracteristica, producido de melanina difusivel em meio de cultura
(Bianchini, Menezes e Maringoni, 1989). Assim como outras bactérias
fitopatogénicas, sua identificagio apresenta certas dificuldades, demandando
experiéncia na diagnose e conhecimento de suas caracteristicas em testes
rotineiros de laboratdrio, aliado a técnicas de simples interpretagio com precisio
satisfatoria, dentre outros recursos.

Dentre as metodologias disponiveis na identificacio destas bactérias, as
provas bioquimicas e a especificidade a determinados hospedeiros (Bradbury,
1986; Holt et al. 1994) ainda s3o as ferrementas mais utilizadas entre os
fitopatologistas, com capacidade de fomecer dados consistentes para assegurar
um diagnéstico correto e confiavel.

Desta forma, objetivou-se, neste trabalho, a caracterizagio de diversos
isolados de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) e X. axonopodis pv.
Phaseoli var. fuscans (Xapf), oriundos de regides distintas, determinando suas
caracteristicas nos aspectos da viruléncia, comportamento fisiolégico e a
possibilidade da utilizagdo de um marcador molecular especifico, visando sua
detecciio pela técnica da reagdo da polimerase em cadeia (PCR).



2 REFERENCIAL TEORICO

O crestamento bacteriano ¢ uma das principais doengas do feijoeiro no
Brasil (Mchan e Mohan, 1983), podendo ser classificado como crestamento
bacteriano comum, se causado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap)
e crestamento bacteriano fosco, se causado pela sua variante fuscans (Xapf),
diferencidvel somente em laboratério devido a sua capacidade de produzir
melanina in vitro (Bianchini, Menezes e Maringoni, 1989).

A doenga foi descrita pela primeira vez em 1897 (Swings e Civerolo,
1993), sendo detectada, no Brasil, em 1938, no Estado do Pard, e caracterizada
em 1954, por Robbs, no antigo Estado da Guanabara (Rava e Sartorato, 1994).
Ao longo dos anos, a bacteriose se disseminou pelo pais, sendo encontrada
atualmente na maioria das regies produtoras, destacando-se o norte do Estado
do Parand, Rio de Janeiro, regisio central do Brasil e regiGes baixas e quentes na
zona da mata em Minas Gerais.

No Parand, constatagdes de infecgiio de 84% das amostras de sementes
analisadas refletem o grau de expansio da doenga (Maringoni e Komori, 1989),
considerada de ocorréncia generalizada no Estado.

CondigGes Gtimas para a ocorréncia de epidemias estio associadas a
temperaturas elevadas, com um étimo em tomo de 28 °C, aliadas a alta umidade
(Bianchini, Menezes e Maringoni, 1989; Maringoni e Komori, 1989; Balardin,
1992; Santana et al., 1993), pois propiciam o aumento do potencial de méculo.

Dentre as doengas bacterianas que afetam a cultura do feijoeiro, o
crestamento ¢ a que possui importincia econdmica no Brasil. Bactérias como
Pseudomonas cichorii, Ralstonia solanacearum, Pseudomonas syringae pv.
syringae, Pseudomonas syringae pv. tabaci (Marques et al, 1994),
Curtobacterium flaccumfaciens pv. Jlaccumfaciens (Maringoni e Rosa, 1997) e



Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, de ocorréncia esporadica no pais
(Bradbury, 1986; Marques et al., 1994; Oliveira e Souza, 1997; Yorinori ef al.,
1998), sdo constatadas ocasionalmente, sem causarem danos significativos ao
feijoeiro.

Quanto as perdas ocasionadas pela bactéria, poucos sdo os estudos
disponiveis, sendo relatadas reduges na produtividade variando de 22 a 33,1%
em condi¢cGes de infecgdo natural e 45% em condigdes artificiais (Wallen e
Galway, 1977; Yoshii, Galvez e Alvarez, 1976). Apesar da escassez de
informagdes no Brasil, tém sido observados campos de produgdo bastante
comprometidos pela doenga (Oliveira e Souza, 1997). Kobayasti (1998)
estudando diferentes fontes de resisténcia, encontrou uma reducdo meédia de
25% da produgdo nas plantas inoculadas artificialmente no campo, o que
significa um indice consideravelmente alto.

Um outro fator preocupante é que as sementes infectadas constituem a
principal forma de disseminagdo do patogeno (Zapata, Freytag e Wilkinson,
1985), que transportadas pelo homem, podem atingir as mais diversas
localidades, com eficiéncia e rapidez (Weller, e Saettler, 1980; Balardin, 1992),
o que torna a fiscalizagdo rotineira o principal meio de se evitar sua expansao.
Neste aspecto, afirmacdes de que 0,5% de sementes infectadas (Wallen e Sutton,
1965), ou menos de 10° unidades formadoras de colénia (u.fc.)/semente
(Webster, Atkin e Cross, 1983) sdo suficientes para o desencadeamento de uma
epidemia, tormam a tolerdncia ao patdgeno em sementes, para muitos paises,
igual a zero.,

Em Minas Gerais, existe uma tolerdncia para plantas sintomaticas no
processo de inspegdo de campo, admitindo-se porcentuais de infecgdo na ordem
de 0,5% para sementes basicas, 1,0% para certificadas ¢ 1,5% para fiscalizadas
(Oliveira e Souza, 1997).



Maringoni, Kimati e Kurozawa (1995), verificaram que a utilizagdo
sucessiva de sementes infectadas, pratica bastante comum entre produtores de
baixa tecnologia, leva a um acimulo progressivo da bactéria.

Embora este seja o principal meio de disseminacdo, a ocorréncia de
insetos como Bemisia tabaci, Cerotoma ruficornia, Chalcoderma ebeninus,
Diaprepes abbreviata, Empoasca sp. e Nezara viridula, contaminados com a
bactéria, condi¢Ges de chuvas com vento e transito dentro da cultura nas
primeiras horas do dia, quando as plantas ainda est3o molhadas pelo orvalho, sio
fatores importantes na disseminagdio dentro de lavouras (Balardin, 1992; Rava e
Sartorato, 1994, Bianchini, Maringoni e Cameiro, 1997).

O patégeno pode ainda sobreviver de forma latente por até 15 anos em
sementes infectadas (Goto, 1990; Bianchini, Maringoni ¢ Cameiro, 1997) ou
epifiticamente, na fase residente sobre hospedeiros alternativos (Cafati e
Saettler, 1980; Webster, Atkin e Cross, 1983), restos culturais ou no solo em
estado hipebidtico, principalmente quando em profundidades menores que 10 a
20 cm (Schuster e Coyne, 1977; Balardin, 1992; Bianchini, Maringoni e
Cameiro, 1997), recomendando-se portanto o uso de herbicidas, rotagio de
culturas, remogio de plantas atacadas e aragio profunda em areas afetadas.

A gama de hospedeiros é relativamente ampla, sendo conhecidas
diversas plantas, principalmente dos géneros Phaseolus e Vigna, causando
infecgio natural em Calopogonium sp., Lablab purpureus (sin. Dolichos lablab),
Macroptilium lathyroides (sin. Phaseolus lathyroides), Phaseolus lunatus,
Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Pueraria sp., Vigna aconitifolia (sin.
Phaseolus aconitifolius), Vigna angularis, Vigna mungo, Vigna radiata (sin.
Phaseolus aureus), Vigna umbellata (sin. Phaseolus calcaratus), e Strophostyles
helvola, podendo, em condigdes de inoculagdo artificial, ter como hospedeiros
Helianthus annuus, Lupinus polyphylius, Phaseolus acutifolius var. acutifolius
(feijdo tepary), Phaseolus acutifolius var. latifolius e Phaseolus coccineus



(Bradbury, 1986; Swings e Civerolo, 1993). Rava e Sartorato (1994) ainda citam
Vigna unguiculata, Mucuna deeringiana e Glycine max como plantas
hospedeiras.

Em relagdo ao controle quimico, Bianchini, Maringoni e Cameiro (1997)
relatam a ineficicia de pulverizagdes de oxicloreto de cobre; sulfato de
estreptomicina + oxitetraciclina; oxicloreto de cobre + maneb e oxicloreto de
cobre + zineb, na tentativa de controlar a doenga em folhas e vagens.

Maringoni (1990) observou que apesar das pulverizages com mistura
cupro-carbamato terem propiciado aumento na produtividade, as experiéncias
ndo tém apresentado resultados satisfatorios, pois resultam em infecgdo foliar
severa, com alta percentagem de vagens doentes e elevada concentragdo de
bactérias nas sementes, fator que propicia o inicio de um novo ciclo de infecgdo;
além disso, pulverizagdes com antibiéticos também ndo demonstram eficiéncia,
provavelmente pela resisténcia da bactéria a estreptomicina, fato bastante
comum até para bactérias da filosfera do feijoeiro (Weller e Saettler, 1978).
Estes autores verificaram que a resisténcia a antibidticos parece ser bastante
comum e provavelmente irreversivel, como no caso do Rifampin®, um
antibiético de amplo espectro, altamente t6xico, usado na sele¢io de mutantes
para estudos de campo. Esta pritica é desaconselhavel, ja que tanto utilizando
antibiéticos sozinhos como em mistura com ciipricos, pode provocar alta pressio
de selecio para mutantes resistentes (Rava e Sartorato, 1994).

Nesse contexto, um dos grandes trunfos para o controle da bacteriose em
localidades com risco de infecgdo é a selegio de materiais com alto grau de
resisténcia. Enquanto estudos demonstraram que a resisténcia a Xap e Xapf tem
aspecto quantitativo, condicionado por poucos genes, com domindncia parcial,
de alta herdabilidade (Coyne, Schuster e Harris, 1965; Coyne, Schuster e
Shaughnessy, 1966; Rava, Zimmermann e Romeiro, 1987; Stall, 1997),
Valladares-Sanchez, Coyne e Schuster (1979) constataram natureza poligénica



para este carater, sendo Phaseolus acutifolius considerada a espécie com o mais
alto grau de resisténcia, sem expressar sintomas da bacteriose (Coyne e
Schuster, 1973). Além disso, a observagio de segregagdo transgressiva
demonstra que o nivel de resisténcia a esta bactéria pode ser aumentado através
de cruzamentos entre linhagens resistentes (Pompeu e Crowder, 1972) cabendo
aos melhoristas incluirem em seus programas de selegdo a identificagio destes
materiais.

Um fator freqiientemente observado é a reagdo diferencial a bacteriose
em vagens e folhas, a qual é controlada por diferentes genes (Coyne e Schuster,
1974; Valladares-Sanchez, Coyne e Schuster, 1979; Avila et al., 1998;
Kobayasti, 1998), fato de grande importincia pritica, ja que a selegiio deve
avaliar estas duas varidveis em conjunto.

Os sintomas causados pela bactéria sio diferenciados de acordo com o
6rgéo da planta afetado e podem ser facilmente confundidos com os incitados
por Pseudomonas syringae pv. phaseolicola. A doenga evolui primeiramente
apresentando manchas foliares do tipo anasarca, observadas de 4 a 10 dias apos
a infecgdo, que aumentam de tamanho coalescendo com lesdes adjacentes.
Freqiientemente podem ser observadas necroses, porém ndo obrigatoriamente
acompanhadas de uma borda amarelada, fator que varia de acordo com o
isolado, cultivar e condigSes de ambiente. As lesdes podem ocorrer em qualquer
area da folha, sendo mais comum a evolu¢do a partir dos bordos foliares
(Bradbury, 1986).

Em casos de infecgiio severa, as folhas mortas podem continuar aderidas
a planta ou ocorrer desfoliagiio, podendo ser observados exsudatos que servem
como fonte de indculo para infecgdes secundarias. No caule, pode ocorrer
ocasionalmente o estrangulamento, que pode causar sua quebra, porém este tipo
de ocorréncia é menos comum. A infecgio neste caso ocorre via estomatos do
hipocétilo e epicétilo, elementos vasculares da folha e cotilédones infectados,



com sintomas similares causados s folhas, porém com lesGes menores, sem
ocorréncia de clorose (Bradbury, 1986).

Nas vagens, observam-se lesdes encharcadas ovais a oblongas, marrom
escuras, e nas sementes podem ser observadas manchas irregulares, amareladas,
restritas a regigo do hilo ou distribuidas pelo tegumento, principalmente quando
as sementes tém colorag3o branca, pois sido de dificil constatacio em sementes
pigmentadas. A infecgdo, neste caso, se processa a partir do pedicelo, sistema
vascular da vagem, micrépila ou fimiculo (Bradbury, 1986).

A taxa de multiplicagio do patogeno em folhas de feijoeiro se assemelha
ao seu comportamento in vitro, chegando a fase logaritmica em um'periodo de
19 horas e iniciando a fase estacioniria quando a populagio atinge 107 a 10°
células/20 cm? de folha, mantidos até a senescéncia da folha (Goto, 1990).

Em caso de chuvas, podem ser removidos aproximadamente 10% da
populagdo bacteriana, o suficiente para constituir novas fontes de inoculo (Goto,
1990). O crescimento Gtimo in vitro é verificado em temperaturas na faixa entre
28 e 32 °C, declinando a medida que a temperatura é reduzida, cessando aos
16 °C (Rava e Sartorato, 1994).

"Os agentes causais do crestamento bacteriano sofreram diversas
modificagdes taxonémicas ao longo do tempo, sendo cronologicamente
classificados como Bacillus phaseoli Smith 1897, Bacterium phaseoli (Smith)
Smith 1905, Phytomonas phaseoli (Smith) Bergey 1923, Pseudomonas phaseoli
(Smith) Smith 1931, Xanthomonas phaseoli (Smith) Dowson 1939 e
Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Smith) Dye 1978. Ja a variante fuscans,
como: Phytomonas phaseoli var. fuscans Burkholder 1930, Bacterium phaseoli
var. fuscans (Burkholder) Okabe 1933, Pseudomonas phaseoli var. fuscans
(Burkholder) Stapp 1935, Xanthomonas phaseoli var. fuscans (Burkholder) Starr
e Burkholder 1942, Xanthomonas fuscans (Burkholder) Burkholder 1959,

posteriormente incluida em X. c. pv. phaseoli como uma variante, ja que se



diferencia somente pela producdio in vitro de pigmento escuro, fato que nio
Justifica um status taxonémico diferenciado (Bradbury, 1986).

Recentemente foi sugerida uma nova classificagio (Vauterin et al.,
1995), baseada em exigéncias nutricionais, similaridade protéica, perfil de
acidos graxos, além de homologia de DNA. Isso levou a modificagdo da espécie
Xanthomonas campestris por Xanthomonas axonopodis, passando a constituir
um grupo mais amplo, englobando a maioria dos patovares dentre as espécies do
género. Apesar de ainda nfo ser totalmente empregado pelos bacteriologistas,
este novo sistema apresenta uma maior consisténcia de dados pela quantidade de
caracteres envolvidos, fator que oferece maior precisio segundo relagdes
filogenéticas entre as espécies.
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CAPITULO 2

Viruléncia de isolados de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans
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1 RESUMO

HALFELD VIEIRA, B. de A. Viruléncia de isolados de Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli e Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var.
Sfuscans. In: HALFELD VIEIRA, B. de A. Caracterizagdo fisiologica,
molecular e viruléncia de isolados de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
€ sua varante fuscans. Lavras: UFLA, 1999. p. 14-35.
(Dissertagdo - Mestrado em Fitopatologia) *

Foram inoculados os isolados de Xap e Xapf em Phaseolus vulgaris cv.
Carioca, e realizado o teste de hipersensibilidade (HR) em plantas de Capsicum
annuum, Nicotiana tabacum e Lycopersicon esculentum, no intuito de avaliar
diferencas quanto 3 viruléncia dos isolados e qual a melhor planta indicadora
capaz de discriminar qualitativamente essa viruléncia. As inoculagdes com
suspensdes bacterianas (Ago= 0,14), pelo método de incisdo com tesoura, foram
feitas em plantas de feijoeiro, 13 dias apés o plantio, observando-se a progressio
dos sintomas aos 7, 14, 21 e 28 dias apés a inoculagdo, adotando-se, para o
ensaio, o modelo inteiramente casualizado, avaliando-se 16 folhas por repeticéo,
em um total de 3 repeti¢Ses/tratamento. As médias de cada repeticio foram
utilizadas para o calculo da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga
(AACPD), procedendo-se a analise de varidncia e agrupamento univariado de
meédias Scott e Knott ao nivel de 5%. Para o teste de hipersensibilidade,
suspensdes bacterianas foram inoculadas por infiltragio nas folhas de pimentso,
fumo e tomateiro, avaliando-se a resposta da planta para cada isolado, por um
periodo de 48 horas. Diferengas de viruléncia em feijoeiro foram observadas,
sendo constatados 9 grupos distintos entre si. Ndo se observou relacdo entre
caracteristicas de viruléncia e condigdes climaticas do local de origem dos
isolados, assim como capacidade de produzir pigmento escuro em meio de
cultura. Para a reagio de HR, plantas de fumo e tomateiro foram as mais
indicadas para a utilizag3o na diferenciagio dos isolados patogénicos de Xap e
Xapf.

" Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Orientador) e Antonia
dos Reis Figueira - UFLA.
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2 ABSTRACT

HALFELD VIEIRA, B. de A. Virulence of isolates of Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli and Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var.
Juscans. In: HALFELD VIEIRA, B. de A. Physiological, molecular
characterization and virulence of isolates of Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli and its variant jfuscans. Lavras: UFLA, 1999. p. 14-35
(Dissertation - Master Program in Phytopathology)”

The isolates of Xap and Xapf were inoculated in Phaseolus vulgaris cv.
Carioca and performed the hypersensibility test (HR) in plants of Capsicum
annuum, Nicotiana tabacum and Lycopersicon esculentum, with a view to
evaluating differences as to the virulence of the isolates and which is the best
indicator plant capable of distinguishing that virulence qualitatively. The
inoculations with bacterial suspensions (Aseo = 0.14) by the method of incision
with a pair of scissors, were done in bean plants, 13 days after planting, by
observing the progress of the symptoms at 7, 14, 21 and 28 days after
inoculation, adopting for the trial the completely randomized model, by
evaluating 16 leaves per replication, in a total of 3 replications/treatment. The
means of each replication were utilized for the calculation of the Area Under
Disease Progress Curve (AUDPC), proceeding the analysis of variance and
univariate clustering of Scott & Knott’s means at the 5% level. For the
hypersensibility test, bacterial suspensions were inoculated by infiltration in the
leaves of sweet pepper, tobacco and tomato plant, evaluating the response of the
plant for each isolate for a period of 48 hours. Virulence differences in bean
plant were observed, 9 distinguished groups being found different among one
ancther. No relationship between virulence characteristics and climatic
conditions, of the local of origin of the isolates as well as capacity of producing
dark pigment in culture medium was found. For the HR reactions, tobacco and
tomato plant were the most indicated for the utilization in the differentiation of
the pathogenic isolates of Xap and Xapf .

" Guidance Commitee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Major Professor) and
Antonia dos Reis Figueira - UFLA.
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3INTRODUCAO

O conhecimento da variabilidade de um patégeno, de acordo com sua
viruléncia, se constitui um fator de suma importincia, devido as suas
implicagGes priticas, no estudo do seu efeito em plantas hospedeiras ¢ em nio
hospedeiras.

Neste contexto, uma propriedade muito utilizada por bacteriologistas de
plantas ¢ a reagdo de hipersensibilidade, que permite a verificagdo de viruléncia
ou aviruléncia de isolados de forma rapida tendo como vantagem uma simples
interpretacio (Klement e Goodman, 1967).

Em plantas hospedeiras suscetiveis, a variabilidade pode ser mensurada a
fim de se determinar variagdes no grau de viruléncia entre isolados. Em termos
priticos, a variagio de viruléncia de Xap dificulta o desenvolvimento de
variedades resistentes de ampla adaptagdo, ja que podem perder sua tolerdncia
quando cultivadas em locais distintos de onde foram selecionadas
(Navarrete-Maya, Acosta-Gallegos e Espinosa, 1996).

Objetivando estudar quais as plantas nio hospedeiras mais apropriadas
na indicagdo de viruléncia de Xap e Xapf, foram utilizadas plantas de Nicotiana
tabacum, Capsicum annuum e Lycopersicon esculentum, tradicionalmente
recomendadas como indicadoras, na verificagio da rea¢do de hipersensibilidade
(Klement e Goodman, 1967), uma vez que o patovar ndo tem especificidade para
solanaceas. Para verificagdo da variabilidade da viruléncia de Xap e Xapf, foi
feita a inoculagio em plantas de feijoeiro cv. ‘Carioca’, que sdo as principais
hospedeiras do patégeno, permitindo colonizacdo e expressio de sintomas
caracteristicos.

A avaliagdo da severidade dos sintomas, dentro de uma escala de notas,
discriminaram varia¢es nos graus de viruléncia entre isolados.

17



4 REFERENCIAL TEORICO

Algumas diferencas tém sido relatadas entre isolados de Xap e Xapf com
relagdo a viruléncia, inclusive com distingGes entre Xap e a sua variante fiscans.

Ekpo e Saettler, em 1976, constataram que isolados de Xapf, em geral,
apresentam-se mais virulentos que isolados de Xap, porém, Wallen e Sutton
(1965); Basu e Wallen (1967); Schuster e Smith (1983) e Avila et al. (1998) ndo
encontraram correlagio entre produgio de pigmento difusivel e esta
caracteristica. '

A associagdo entre procedéncia dos isolados e viruléncia também é uma
observagido freqiientemente citada. Segundo Rava e Romeiro (1990), Rava
(1984) e Bianchini, Maringoni e Cameiro (1997), isolados provenientes de
regides tropicais geralmente sio mais patogénicos do que os provenientes de
zonas temperadas.

Outro fato comum ¢ a ocorréncia de variabilidade entre isolados distintos
provenientes de regites diversas (Bianchini, Maringoni e Cameiro, 1997; Rava,
1984).

Rava e Romeiro (1990) e Avila ef al. (1998) observaram que a classe de
reagdo de cultivares, em relagio ao nivel de viruléncia dos isolados, ndo se
altera, permitindo a classificagdo de cultivares e linhagens sempre na mesma
ordem, porém Rava, Sartorato e Romeiro (1990) concluiram que a utilizagdo de
um isolado altamente virulento é mais adequado para avaliagio de cultivares no
processo de sele¢do, pois isolados de menor grau de viruléncia induzem
intensidade de sintomas semelhante tanto em cultivares resistentes como
suscetiveis. J4 Schuster e Smith (1983) recomendaram uma ampla gama de
isolados devido a elevada interagdo encontrada entre isolados e cultivares, a
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ponto de sugerir o termo raga para alguns deles, como observado também por
Zapata (1996).

A caracteristica da natureza quantitativa da resisténcia, citada por
diversos autores, sustenta com maior consisténcia a auséncia de interagdo
(Coyne, Schuster e Harris, 1965; Coyne, Schuster e Shaughnessy, 1966; Rava,
Zimmermann e Romeiro, 1987; Stall, 1997; Valladares-Sanchez, Coyne e
Schuster, 1979).

Quanto i expressdo de viruléncia, tanto para Xap como Xapf, os
sintomas comegam a se expressar a partir do 3% a0 5% dia apés a inoculagio, em
plantas de feijoeiro (Klement e Goodman, 1967). Segundo Swings, Vauterin e
Kersters (1993), todas as espécies e patovares de Xanthomonas que induzem
lesSes locais em seus hospedeiros, t8m a capacidade de induzir resposta
hipersensivel em plantas ndo hospedeiras.

Esta reagdo, freqiientemente desencadeada devido i ativagio da NADPH
oxidase na membrana plasmitica (De Wit, 1997), é comumente utilizada entre
os fitobacteriologistas por ser capaz de indicar a caracteristica fitopatogénica da
bactéria de um modo rapido e simples, consistindo um método bastante usual

para verificagdo de viruléncia.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtengio e conservaciio dos isolados

Os isolados foram obtidos de diversas procedéncias (Tabela 1), tanto em
meio de cultura suspensa em agua estéril quanto em material vegetal. O
isolamento a partir de folhas de feijoeiro, com sintomas, seguiu a metodologia
descrita por Rudolph e? al. (1990). O material vegetal foi desinfestado por meio
de uma seqiiéncia de procedimentos, iniciando-se pela retirada de dois
fragmentos quadrados com cerca de 5 mm de lado, da borda da lesdo tipica
causada pela bactéria. Estes fragmentos foram depositados em uma placa de
Petri contendo etanol a 70%, por 30 segundos, e transferidos para outra placa
com hipoclorito de sédio (NaOCl) a 2%, por 2 minutos. Em seguida, foram
lavados em agua destilada esterilizada e macerados em quatro gotas de agua
estéril. Para o plaqueamento, a suspens3o obtida na maceragdo foi coletada com
o auxilio de uma alca de platina flambada, e espalhada sobre o meio 523 de
Kado & Heskett (1970) em estrias paralelas. As placas foram mantidas em
incubadora tipo B.O.D. a 28 °C, por aproximadamente 48 horas. Apds a
incubagdo, coldnias tipicas e isoladas foram transferidas para tubos de ensaio
contendo meio de cultura GYCA (Swings, Vauterin e Kersters, 1993) e
acondicionados em geladeira a 4 °C, para conservagio. Todos os isolados foram
repicados periodicamente a cada 20 dias, permitindo a manutencio da sua
viabilidade (Swings, Vauterin e Kersters, 1993).

Empregou-se também a técnica de conservagio a -80 °C. Para isso, cada
isolado foi transferido para meio peptona-glicerol ¢ incubado em B.O.D. a
28 °C, por 24 horas. Apos o crescimento bacteriano, o porcentual de glicerol foi
ajustado a 15 % (Lazo e Gabriel, 1987), com postenior transferéncia de 1 ml do
caldo para tubos de microcentrifuga de 1,5 ml, e armazenamento a -80 °C.
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5.2 Preparo das mudas

As sementes de Phaseolus vulgaris cv. Carioca foram semeadas em
vasos plasticos, de 5 Kg de capacidade, contendo substrato composto por areia,
argila e esterco, em proporg3es iguais, esterilizado por brometo de metila.

Apés o desbaste, cada vaso permaneceu com quatro plantas de aparéncia
saudavel e nos padrdes de uniformidade. As mudas foram mantidas em casa de
vegetacdio e irrigadas diariamente até atingirem o estidio ideal para inoculaggo.

5.3 Produgio e preparo do indculo

Cada um dos 40 isolados preservados em GYCA (Swings, Vauterin e
Kersters, 1993) foram espalhados em ziguezague sobre a superficie do meio
523 (Kado e Heskett, 1970) e mantidos por 24 horas em incubadora B.O.D. a
28 °C. A seguir, foi preparada a suspensio bacteriana em solugio de NaCl a
0,85%, sendo ajustada para 5 x 107 u.f.c./ml (Ags= 0,14) (Avila, 1995).

5.4 Inoculacgio das mudas

As suspensGes preparadas conforme descrito acima foram imediatamente
inoculadas em plantas mantidas em casa de vegetagio, 13 dias apoés a
semeadura, pelo processo de incisio das folhas primérias (Rava et al., 1996).
O procedimento consistiu em efetuar dois cortes paralelos em um dos lados do
limbo foliar, de cada folha primaria, com tesoura previamente mergulhada na
suspensdo do indculo. Apés a inoculagdo, os vasos com as plantas foram
transportados para a cdmara timida, onde permaneceram por um periodo de 24
horas até retornarem a casa de vegetagdio. A testemunha foi inoculada somente
com solugdo de NaCl a 0,85%.
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Dados de temperatura e umidade foram monitorados com termo-
higrografo durante todo o periodo do experimento.

5.5 Delineamento experimental

O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado com 40
tratamentos, mais a testemunha, e trés repeticSes, onde dois vasos, com quatro
plantas cada, constituiram uma repeti¢do.

5.6 Avaliagiio dos resultados

As plantas foram avaliadas aos 7, 14, 21 e 28 dias apés a inoculagso,
tomando-se como base a escala de notas definida por Fenandez-Isaula (1982),
variando de 1 a 5, onde 1= Auséncia de sintomas; 2= Pouca clorose ou necrose
ao longo dos cortes; 3= Clorose e/ou necrose ao longo dos dois cortes e nas
margens das folhas; 4= Clorose e/ou necrose com murcha em até 50% da area
compreendida entre os cortes; 5= Clorose e/ou necrose em mais de 50% da area
compreendida entre os cortes. Para cada planta, foram observadas as duas folhas
primarias.

Para anilise estatistica, foi calculada a rea abaixo da curva de progresso
da doenga para cada repetigio, submetendo-se cada area a analise de varidncia e
posteriormente as médias ao teste de agrupamento univariado Scott e Knott, ao

nivel de 5%.

5.7 Teste de hipersensibilidade

O preparo do indculo seguiu a metodologia descrita no item 5.3.
As plantas utilizadas foram mudas de fumo (Nicotiana tabacum cv.
Turkish NN), pimentdo (Capsicum annuum cv. Agrondémico 10 G) e tomateiro
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(Lycopersicon esculentum cv. S® Clara). Procedeu-se a infiltragdo da suspensio
no mesdfilo foliar, com o auxilio de uma seringa hipodérmica. Nas testemunhas
procedeu-se a infiltragio de solugéio de NaCl 0,85%.

A avaliagdo foi realizada 48 horas apés a inoculagdo, considerando como
resposta hipersensivel uma necrose rapida e localizada, com caracteristicas de
dessecamento.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os isolados testados, foram obtidos nove grupos com diferentes
graus de viruléncia (Tabela 1). Ndo foi observada nenhuma relagiio entre a
capacidade de produzir melanina em meio de cultura e o grau de viruléncia.
Nenhum isolado foi avirulento, visto que a testemunha foi classificada em um
grupo a parte, ndo expressando sintomas da doenga.

Grupos homogéneos em relagio & viruléncia, entre isolados de uma
mesma regido, também ndo foram caracterizados, pois isolados de um mesmo
Estado foram classificados em grupos diferentes.

Relagdo entre a viruléncia e caracteristicas climaticas da regido de
origem (Tabela 2) também nido foi observada, concordando com os dados
observados por Rava (1984), que demonstrou que isolados brasileiros podem ser
tio virulentos quanto isolados provenientes de outras regides do mundo, como
Coldémbia, Porto Rico e Uganda; e discordando de Rava e Romeiro (1990) e
Bianchini, Maringoni e Cameiro (1997), que observaram maior grau de
viruléncia nos isolados provenientes de regides tropicais quando comparados
com os de zonas temperadas.

Os dados médios de temperatura ¢ umidade relativa, monitorados por
termo-higrégrafo durante a realizagio do experimento, variaram de 24,3 a
12,5 °C e 94 a 61%, respectivamente, fazendo com que fosse necessario avaliar
o progresso da doenga por um tempo mais prolongado, e nio somente em um
unico momento definido, ja que em condicdes de temperatura mais amenas,
como neste caso, a doenga progride mais lentamente (Bianchini, Maringoni e
Cameiro, 1997; Kobayasti, 1998).
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TABELA 1: Origem e classificagiio de isolados de Xanthomonas axonopodis
pV. phaseoli e sua variante fuscans de acordo com o grau de
viruléncia, segundo agrupamento de médias da Area Abaixo da
Curva de Progresso da Doenga (AACPD). UFLA, Lavras-MG,
1999.

Isolado * Médias (AACPD) Grupos Doado por Procedéncia

Testermmha 21.00 1 - -

Xap 1 41.71 2 UNB Brasilia/DF

Xapf1 66.16 3 Leite Jr., R P. Ubirati/PR

Xapf2 6898 3 Leite Jr., R. P. Dourados/MS
Xapf3 71.00 4 Rodrigues, R. — /8P

Xap2 7.16 4 Leite Jr.,R. P. Irati/PR

Xapf4 83.38 5 UNB Brasilia/DF

Xap3 84.42 S Leite Jr., R P. Ponta Grossa/PR
Xap4 88.54 6 Balardin, R. S. Jalio de Castilhos/RS
Xapf'5 89.69 6 Leite k., R. P. Lunardelli/PR
Xap$§ 92.48 7 Leite Jr.,R. P. Irati’PR

Xap 6 93.27 7 Leite Jr., R. P. -/PR

Xapf6 93.63 7 Maringoni, A. C. S3do Manuel/SP
Xapf7 93.84 7 Mariano, R. L. R. -~/ SP

Xapf8 94.59 7 Leite Jr.,R. P. Francisco Beltrdo/PR
Xapf9 94,61 7 Oliveirs, J. R —/ES

Xap7 94.77 7 Leite Jr,R. P. ‘Wenceslau Braz/PR
Xap 8 94.85 7 Oliveira, J. R. EUA

Xap 9 95.96 8 Avih, Z R Curvelo/MG

Xap 10 96.25 8 Oljveira, J. R. Tocantins/MG

Xap 11 96.59 8 Oliveira, J R. — /RS

Xapf'10 96.66 8 Arigs, SM.S. Campo Grande/MS
Xapfl1 96.68 8 . UNB Brasilia/DF
Xapf12 96.96 8 Avila, Z. R. Lavras’MG

Xap 12 97.02 8 ko, ML F. Cap3o Bonito/SP
Xapf13 97.07 8 Leite Jr., R P. Wenceaslau Braz/PR
Xap 13 97.64 8 Avila,Z R. Guaxupé/MG
Xapf14 97.90 8 Maringeni, A. C. Rai/'SP

Xapf'15 97.96 8 Arias, SM.S. Bandeirantes’MS
Xap 14 98.07 8 Gianasi, L. Pereiras/SP

Xap 15 98.10 8 Halfeld Vietra, B. A  Lavras’MG

Xap 16 9821 8 Halfeld Vieira, B. A.  Lavras’/MG
Xapf16 98.80 8 Oliveira, J. R. — /RS

Xapf17 99.13 8 Leite Jr., R P. Londrina/PR
Xapf18 99.18 8 Arias, SM.S. Dourados/MS
Xapf19 99.37 8 Oliveira, J. R. Anapolis/GO

Xap 17 100.27 9 Leite Jr, R. P. — /PR

Xap 18 101.01 9 Valarini, P. J. IAC/SP

Xap 19 102.17 9 Maringoni, A.C.  Coronel Macedo/SP
Xsp 20 103.92 10 Maringoni, A. C. S3o Manuel/SP
Xap 21 104.00 10 Ito, M. F. Votuporanga/SP

* Médias classificadas dentro de um mesmo grupo nio diferem entre si, pelo
teste de Scott e Knott, ao nivel de 5%.
C.V.=2,09

25



TABELA 2: Dados climatolégicos dos locais de procedéncia dos diferentes
isolados de Xanthomonas (Xap e Xapf), classificados em ordem
crescente de viruléncia (Grupos). UFLA, Lavras-MG, 1999.

Isolado Grupos TMA TMAMiI_TMAMa __PRP __ UR% Procedéncia
Testennmha 1 - - - - . —

Xap 1 2 212 161 26,6 15521 67,0 Brasilia/ DF

Xapf1 3 212 145 263 17409 7, Ubirata/PR
Xapf2 3 219 169 288 14061 754 Dourados’MS
Xapf3 4 - — - — - —/SP

Xap 2 4 168 121 234 15804 808 Irati/PR

Xapf4 s 212 161 266 15521 670 Brasilia/DF

Xap 3 s 164 119 B8 16106 818 Ponta Grossa/PR
Xap 4 6 242 128 242 17508 192 Jiilio de Castithos/RS
Xapf S 6 212 144 252 16034 720 Lunardeili/PR
Xap 5 7 168 121 234 15804 808 Irati/PR

Xap 6 7 - — - - - — /PR

Xapf6 7 176 152 252 13984 754 S#o Manuel/SP
Xapf7 7 - - - - - —/SP

Xapf8 7 194 146 268 19108 789 Francisco Beltrdo/PR
Xapf9 7 - - - - - —/ES

Xap 7 7 197 148 25,1 149976 7,7 Wenceslau Braz/PR
Xap 8 7 — - — - - EUA

Xap 9 3 209 151 254 13809 T8 Curvelo/MG

Xap 10 8 218 164 284 12321 755 Tocantins/MG

Xap 11 8 - - - — - —/RS

Xapf10 8 227 178 298 14690 728 Campo Grande/MS
Xapf11 8 212 161 266 15521 670 Brasilias/DF

Xapf 12 8 194 148 26,1 15297 762 Lavras/MG

Xap 12 8 184 148 249 13807 749 Capio Bonito/SP
Xapf13 8 197 148 25,1 14976 73,7 Wenceslau Braz/PR
Xap 13 8 176 158 23,1 15943 70,8 Guaxupé/MG
Xapf 14 8 178 154 25,1 14025 76,1 Itai/SP

Xapf15 8 238 185 309 14848 726 Bandeirantes/MS
Xap 14 8 194 152 250 14828 748 Perciras/SP

Xap 15 8 194 148 26,1 15297 762 Lavras/MG

Xap 16 8 194 148 26,1 15297 762 Lavras/MG

Xapf 16 3 - - - - - —/RS

Xapf17 8 206 156 272 16228 710 Londrina/PR
Xapf 18 8 219 169 288 14061 754 Dourados/MS
Xapf19 8 22 169 284 15648 665 Andpolis/GO

Xap 17 9 - — - - - —/PR

Xap 18 9 - - - - - IAC/SP

Xap 19 9 181 151 25,0 13918 754 Coronel Macedo/SP
Xap 20 10 176 152 252 13984 754 Sdo Manuel/SP
_Xap21 10 221 169 292 15952 764 Votuporanga/SP

Dados observados no periodo de 1961 a 1990 (INMET, 1992). TMA=
temperatura média anual (°C), TMAMi= temperatura média anual minima (°C),
TMAMa= temperatura média anual maxima (°C), por anilise de isotermas;
PRP= precipitagdo média anual (mm), por anilise de isoietas; UR%= Umidade
relativa média anual, por anilise de isoiimidas.

— Dados nio fornecidos.
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No presente trabalho, os isolados Xap 9, Xapf 12 e Xap 13 foram
classificados em um mesmo grupo, diferindo dos resultados observados por
Avila et al. (1998), onde os isolados Xap 9 e Xapf 12 foram mais virulentos e
Xap 13 menos virulento. Esta diferenca pode ter ocorrido devido &4 menor
quantidade de isolados testados em seu trabalho (seis isolados), em que a
discriminagdo entre eles foi feita pelo teste de Tukey, baseado em uma tnica
avaliagdo aos 10 dias apés a inoculagfo, e nio na observagio do progresso da
doenga, o qual permite acompanhar o desenvolvimento do patégeno ao longo do
processo infeccioso.

A ndo observacdo de aviruléncia demonstrou que para esta situagio
experimental, o feijoeiro da cv. ‘Carioca’ serviu como um hospedeiro suscetivel
para reagdo foliar, a todos os isolados testados, em concordéncia com Maringoni
et al. (1993), Maringoni, Kimati e Kurozawa (1995) e Kobayasti (1998).

Embora uma unica cultivar nio seja suficiente para discriminar relagdes
mais especificas a nivel de raga, como proposto por Schuster e Smith (1983), a
tendéncia na classificagio de cultivares e linhagens nio se altera (Rava e
Romeiro, 1990; Avila et al.; 1998), implicando que, da mesma forma, a ordem
dos isolados quanto a viruléncia seja constante, caracteristica de resisténcia
horizontal do hospedeiro (Camargo e Bergamin Filho, 1995). Portanto, o ensaio
mostrou-se eficiente, cumprindo tanto sua finalidade de demonstrar a
variabilidade entre isolados quanto sua hierarquia no que diz respeito a graus de
viruléncia.

Para os testes de hipersensibilidade, todos os isolados de Xap e Xapf
induziram resposta hipersensivel nos hospedeiros incompativeis (Tabela 3).

27



- 8¢

TABELA 3: Reagiio de hipersensibilidade em plantas de fumo (Nicotiana tabacum), pimentio (Capsicum annuum) e
tomateiro  (Lycopersicon esculentum), apés infiltragio de suspensio de Xap e Xapf
UFLA, Lavras-MG, 1999,

Isolado ® Fumo ° Pimentilo * Tomateiro ° Pigmento escuro in vitro
Testemunha
Xap 1
Xapf1
Xapf2
Xapf 3
Xap 2
Xapf4
Xap 3
Xap 4
Xapf'5
Xap 5
Xap 6
Xapf 6
Xapf7
Xapf'8
Xapf 9
Xap 7
Xap 8
Xap 9
Xap 10
Xap 11
Xapf 10
Xapf 11
Xapf 12
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...continua...
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TABELA 3, Cont.

Isolado * Pimentiio ° Tomateiro ® Pigmento escuro in vitro

Xap 12
Xapf 13
Xap 13
Xapf 14
Xapf 15
Xap 14
Xap 15
Xap 16
Xapf 16
Xapf 17
Xapf 18
Xapf 19
Xap 17
Xap 18
Xap 19
Xap 20
Xap 21
Xapf 20
Xapf21
Xee
Xavit
Xpass
Xav 1
Xav 2
Xav3
Erw
Peic
Rsol

R A T T S ST R I

B
+ 4+ 00+ n+++++++++'+++++++++++§
[}
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® + Reagfio de hipersensibilidade; - Auséncia de reagfio de hipersensibilidade. ® Resuliado positivo; - resultado negativo.



Porém, 95% dos isolados induziram reag¢fio no fumo, 79% em pimentio
e 93% em tomateiro. Neste aspecto, ndo foi verificada também qualquer relagio
entre capacidade de produzir melanina in vitro e especificidade em induzir
resposta hipersensivel em plantas especificas.

Portanto, para as trés plantas testadas, as que apresentaram maior
capacidade de expressar resposta foram o fumo e o tomateiro, sendo que o
pimentdo foi o que apresentou menor porcentual de HR (79%). A partir destas
observagdes, pode-se recomendar a utilizagiio de plantas de fumo e de tomateiro
na verificagdo desta propriedade para isolados de Xap e Xapf.
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7 CONCLUSOES

Pode-se concluir que:

a) Néo existiu relagdo entre a viruléncia de Xap e de sua variante
Juscans;

b) A regido de origem dos isolados, tanto pela sua natureza geografica
como por caracteristicas climaticas, nio influenciou no grau de viruléncia dos

isolados testados;

c) A cultivar ‘Carioca’ pode ser utilizada como hospedeiro suscetivel
eficiente, na diferenciaciio dos graus de viruléncia entre os isolados, tanto de
Xap como Xapf;

d) Existe grande variabilidade de viruléncia, tanto entre os isolados de
Xap como entre os de Xapf,

e¢) Plantas de Nicotiana tabacum ¢cv. Turkish NN e
Lycopersicon esculentum cv. S® Clara foram eficientes na constatacio da
viruléncia de Xap e Xapf, por hipersensibilidade.
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CAPITULO 3

Caracterizacio fisiolégica de isolados de Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli e Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans
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1 RESUMO

HALFELD VIEIRA, B. de A. Caracterizaciio fisiologica de isolados de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e Xanthomonas axonopodis Pv.
phaseoli var, fuscans, In: HALFELD VIEIRA, B. de A. Caracterizagio
fisiologica, molecular e viruléncia de isolados de Xanthomonas axonopodis
Pv. phaseoli e sua variante fiuscans. Lavras: UFLA, 1999. p. 36-65.
(Dissertagio - Mestrado em Fitopatologia) *

Foram estudadas as caracteristicas fisiologicas de 42 isolados de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) e Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli var. fuscans (Xapf), com a finalidade de sugerir metodologias eficientes
para a sua diagnose. Catorze provas bioquimicas: Gram, crescimento em meio
de asparagina como tunica fonte de carbono, relagio com oxigénio livre,
hidrélise do amido, esculina e gelatina, protedlise do leite, catalase, oxidase,
tolerdncia ao C.T.T. 0,1 e 0,02%, produgdo de pigmento escuro em meio de
cultura, crescimento mucoide e temperatura maxima de crescimento, além de um
screening da capacidade de crescimento em 95 diferentes fontes exclusivas de
carbono determinaram similaridades e diferengas entre os isolados. Testes de
tolerancia ao C.T.T. 0,1 e 0,02 % foram constatados como impréprios, tanto na
caracterizacdio de Xap e Xapf como para outras espécies e patovares do género
Xanthomonas, e a temperatura maxima de crescimento também variou numa
faixa de 35 a 38 °C, ndo sendo fixa em 38 °C. Alguns isolados de Xapf
apresentaram morfologia da colbnia distinta, sem aspecto mmcoide, sendo
indicativo de variabilidade. Caracteristicas como: colénias Gram-negativas,
aerdbias estritas, com perfil particular para pigmento xanthomonadina, incapazes
de utilizar asparagina como fonte tnica de carbono, com resultado positivo para
protedlise do leite, hidrlise da esculina, gelatina e amido, negativo para
oxidase, utilizagio de 19 aglicares como fontes tmicas de carbono, e a ndo
utilizacio de 31 fontes, foram eficientes para a caracterizagdo de Xap e Xapf.

* Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Orientador) e Anténia
dos Reis Figueira - UFLA.
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2 ABSTRACT

HALFELD VIEIRA, B. de A. Physiological characterization of isolates of
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli and Xanthomonas axonopodis pv.
Phaseoli var. fuscans. In: HALFELD VIEIRA, B. de A. Physiological,
molecular characterization and virulence of isolates of Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli and its variant fuscans. Lavras: UFLA, 1999.
p. 36-65 (Dissertation - Master Program in Phytopathology)”

The physiological characteristics of 42 isolates of Xanthomonas
axonopodis pv . phaseoli (Xap) and Xanthomonas axonopodis pv. var. fuscans
(Xapf) with a view to suggesting efficient methodologies for its diagnosis.
Fourteen biochemical assays: Gram, growth in asparagine medium with a single
carbon source, relationship with free nitrogen, hydrolysis of starch, esculin and
gelatin, milk proteolysis, catalase, oxidase, tolerance to 0.1 and 0.02% C.T.T,
dark pigment in culture medium, mucous growth and maximum temperature of
growth, in addition a screening of the growth capacity in 95 different unique
sources of carbon determinated both similarities and differences among isolates.
Tests of tolerance to 0.1 and 0.02% C.T.T were found to be unsuitable both for
the characterization of Xap and Xapf and other species and pathovars of of the
genus xanthomonas and maximum temperature of growth also varied in the
range of 35 to 38 C, it not being fixed at 38 C. Some isolates of Xapf presented
morphology of the distinguished colony, without a mucous aspect, being
indicative of variability. Characteristics such as: Gram negative, restrict aerobes
with a profile particular to the pigment xanthomonadin, unable to utilize
asparagine as a single source of carbon with a positive result for milk
proteolysis, hydrolysis of esculin, gelatin and starch, negative for oxidase,
utilization of 19 sugars as single sources of carbon and the non-utilization of 31
sources, were efficient for the characterization of Xapf and Xapf

* Guidance Commitee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Major Professor) and
Antdnia dos Reis Figueira - UFLA.
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3 INTRODUCAO

No processo de identificagio de bactérias, um artificio, utilizado na
diagnose, que se mostra essencial e conclusivo, sio as provas bioquimicas que
refletem propriedades fisiologicas de cada bactéria.

Embora estes testes se encontrem descritos, nos principais guias de
identificagdo de bactérias fitopatogénicas (Holt ef al., 1994, Schaad, 1994),
como técnicas classicas no processo de identificagdio, a possibilidade de se
encontrar variagdes fisiologicas e no aspecto das colénias em bactérias do
género Xanthomonas (Poplawsky e Chun, 1995) pode ser um fator que induz a
erros de diagnose, devendo-se, para isso, estudar até que ponto estas variagoes
ocorrem e quais caracteristicas se mantém constantes para a maioria dos isolados
da bactéria.

Uma outra dificuldade encontrada é a impossibilidade de identificar
todas as espécies de Xanthomonas apenas por testes laboratoriais, ja que muitas
delas apresentam caracteristicas culturais idénticas, diferenciadas somente pela
planta hospedeira de onde foi isolada (Burkholder e Starr, 1948; Vidaver, 1996).

Portanto, o conjunto de informagSes disponiveis capazes de oferecer
seguranga na diagnose € que fomecem confianga neste processo, onde provas
bioquimicas constituem uma ferramenta conclusiva e indispensavel.

Objetivou-se, neste trabalho, caracterizar isolados de Xap e Xapf, pela
utilizag3o das principais caracteristicas fisiolégicas capazes de identificar estas
bactérias, a fim de verificar sua adequagiio nos sistemas de diagnose.
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4 REFERENCIAL TEORICO

Observando as metodologias disponiveis na diagnose de fitobactérias,
percebemos que o género Xanthomonas é um dos mais problematicos quanto a
classificagdo, devido a divisdo de quase todas as espécies em patovares. Esta
caracteristica, considerada indesejavel pelos taxonomistas, tem sua razio por ser
regida pela especializagio da bactéria em causar enfermidade em hospedeiros
especificos e ndo por suas qualidades intrinsecas isoladamente (Robbs e
Rodrigues Neto, 1993). Logo ao ser realizado um processo de diagnose,
chega-se a um ponto onde tanto a espécie hospedeira quanto sua gama de
hospedeiros se tomam mecanismos de identificagiio (Burkholder e Starr, 1948,
Vauterin ef al. 1995). Porém, podemos encontrar suporte em algumas
caracteristicas fisiologicas complementares que indicam a identidade de
determinado patovar.

Quanto a espécie, Schaad (1994) recomenda cerca de nove testes
capazes de distinguir cinco espécies de Xamthomonas, o que aparenta
simplicidade e facilidade de interpretagdo. Recomendages para diferenciagio
de alguns patovares com uso de meios de cultura semi-seletivos também sdo
apresentadas, incluindo X. a. pv. phaseoli.

O que podemos observar é que muitos dos meios recomendados s3o
variaveis para diferentes isolados, fato que permite divida na avaliagdo.

Outros pesquisadores também apresentam meios desta natureza como
sendo eficientes na identificagio do patovar (Claflin, Vidaver e Sasser, 1987,
Mabgala e Saettler, 1992).

Outras metodologias no processo de diagnose como imunodifusio em
agar combinado a meio semi-seletivo (Velasquez e Trujillo, 1984a; Velasquez e
Trujillo, 1984b), dupla difusio em gel de agar (Maringoni, Kimati e Kurozawa,
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1994), ELISA e imunofluorescéncia indireta (Malin, Roth e Belden, 1983;
Wong, 1991) também vém sendo desenvolvidas objetivando detectar o patégeno
em lotes de sementes, porém ainda sem aplicago rotineira.

Holt et al. (1994), na 9* edigdo do manual de Bergey, descreveram o
género Xanthomonas, além de outras caracteristicas, como produtor de
xanthomonadinas, um pigmento carotendide, arilpolieno brominado, situado na
membrana citoplasmitica e insolivel em dgua (Stephens e Starr, 1963; Robbs e
Rodrigues Neto, 1993; Rava e Sartorato, 1994); oxidase negativo ou fracamente
positivo; catalase positivo; ndo utilizagio de asparagina como fonte vnica de
carbono e nitrogénio; inibigdo do crescimento em 0,1% de cloreto de trifenil
tetrazolio e ocasionalmente a 0,02%.

Em particular Xap, com capacidade para hidrolisar amido, proteslise do
leite, com temperatura maxima de crescimento de 38 °C (Holt et al., 1994).
Bianchini, Maringoni e Cameiro (1997) citam também a capacidade em
hidrolisar esculina, gelatina e Tween 80,
tetrazolio, Robbs, Rodrigues Neto e Malavolta (1988) observaram que esta
caracteristica para fins descritivos do género é imprdpria, recomendando a
exclusdo desta na descri¢io de Xanthomonas. Este fato é controverso em relagdo
a importantes guias de identificagio, como Holt (1994); Klement, Rudolph e
Sands (1990) que, apesar de nio incluirem o teste nas recomendagdes, citam
como propriedade do género a inibigdo de seu crescimento. Lelliott e Stead
(1987) afirmam que todas as espécies pertencentes a0 género sdo inibidas por
este sal a concentragdo de 0,1%.

Existem poucos estudos envolvendo a utilizagsio de fontes exclusivas de
carbono. Neste contexto, uma ferramenta bastante util no processo de
caracterizagdo é o sistema Biolog GN™, constituido de uma microplaca,
semelhante a utilizada para o teste ELISA, porém com 95 fontes imicas de
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carbono distribuidas em cada cavidade. Este sistema tem como fundamento a
reducdo do tetrazolio quando ocorre a oxidacdo da fonte de carbono, durante o
desenvolvimento da bactéria (Jones, Chase e Harris, 1993).

Vauterin et al. (1995) utilizaram este sistema como suporte na
reclassificagio do género Xamthomonas, ja que a grande quantidade de
combmacdes permite diferenciar grupos gendmicos, auxiliando assim na

classifica¢do de espécies de Xanthomonas ainda nio reclassificadas.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Preparacao dos isolados

Todos os testes envolvendo as propriedades bioquimicas, foram
realizados utilizando-se os isolados com 24 horas de crescimento a 28 °C, em
meio 523 de Kado & Heskett (1970).

5.2 Utilizagdio de asparagina como fonte iinica de carbono e nitrogénio

Para o teste de utilizagdo de asparagina como fnica fonte de carbono e
nitrogénio, cada isolado foi transferido para o meio descrito por Starr e Weiss
(1943) contido em tubo de ensaio e incubado a 28 °C.

As observagdes do meio foram realizadas até o 142 dia apos a repicagem,
sendo a sua turbidez considerada como resultado positivo. Os resultados de
crescimento em asparagina foram reconfirmados por meio de nova Tepicagem
para 0 mesmo meio, com a finalidade de se evitar suspeitas de contaminagdo
com nutrientes do meio original. Os resultados foram comparados também com

os do sistema Biolog GN™, que contém a mesma fonte de carbono.

5.3 Rela¢do com o oxigénio livre

Foram efetuados dois testes para verificagio de metabolismo oxidativo
ou fermentativo, utilizando o sistema de anaerobiose pelo uso de uma laminula e
o meio de Hugh & Leifson (Fahy e Hayward, 1983).

Para o teste com a laminula, procedeu-se o espalhamento de cada isolado
sobre o meio 523 de Kado & Heskett (1970), com o auxilio de uma alca de

Drigalski, depositando-se, a seguir, quatro laminulas previamente flambadas,
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aleatoriamente, sobre o meio inoculado, de forma a criar uma regiio desprovida

de ar entre eles.

No meio de Hugh & Leifson (Fahy e Hayward, 1983), cada isolado foi
inoculado em dois tubos de ensaio contendo o meio, sendo que em um deles
adicionou-se uma sobre-camada com cerca de 4 cm de 6leo mineral esterilizado,
visando propiciar um ambiente anaerobio. A mudanga de coloragdo de verde
para amarela caracterizou, em condigGes anaerdbias, metabolismo fermentativo
da bactéria e, em condigé& aerobias, o metabolismo oxidativo.

Ja no sistema onde foi utilizada a laminula, 0 metabolismo fermentativo
se caracterizou pelo crescimento bacteriano sob a laminula, e o metabolismo

oxidativo, apenas pelo crescimento sobre 0 meio exposto ao ar.

5.4 Catalase

O teste foi efetuado depositando-se, sobre uma gota de agua oxigenada
(#,0,), uma porgdo da colonia bacteriana espalhada em uma limina de
microscopia limpa utilizada como suporte. A imediata liberagdo de bolhas
indicou o resultado positivo para catalase (Fahy e Hayward, 1983).

5.5 Crescimento mucdide em meio GYCA

Esta caracteristica foi observada transferindo cada isolado para o meio
GYCA (Swings, Vauterin e Kersters, 1993), pelo método de estrias, incubando-
se a 28 °C, por 48 horas. A observagdo de coldnias convexas, elevadas e
brilhantes caracterizou o crescimento mucoide (Fahy e Hayward, 1983).



5.6 Gram

Foi utilizado o teste de solubilidade em KOH (Fahy e Hayward, 1983),
em que foi coletada uma pequena porgio da colénia bacteriana, com auxilio alga
de platina, a qual foi misturada a duas gotas de KOH 3%, sobre uma limina de
microscopia. As bactérias Gram-negativas foram caracterizadas pelo aumento da
viscosidade do KOH.

5.7 Crescimento em meio de cultura contendo 0,02 e 0,1% de C.T.T.

Os isolados foram repicados para meio TZCA, contendo cloreto de
trifenil tetrazolio, nas concentragdes 0,1 e 0,02 % (Fahy e Hayward, 1983) e
incubados a 28 °C.

A capacidade de se desenvolver sob estas condigdes foi observada por
até 48 horas apds a repicagem, caracterizando o resultado positivo (Lelliott &
Stead, 1987).

5.8 Hidrélise do amido

Foi verificada a capacidade de hidrélise do amido em meio YNA,
suplementado com 0,2% de amido (Fahy e Hayward, 1983). Cada isolado foi
semeado pelo método de estrias paralelas e incubado por 48 horas, a 28 °C. Apos
o periodo de incubagdo, adicionou-se lugol até cobrir a superficie do meio. A

presenca de um halo incolor em tomo das coldnias indicou a capacidade de
hidrolisar o amido (Fahy e Hayward, 1983).

5.9 Hidrdlise da esculina

Os isolados foram transferidos para tubos de ensaio contendo meio de
esculina descrito por Schaad (1994) e incubados em B.O.D. a 28 °C, sendo
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observados por até 28 dias. O escurecimento do meio com perda de
fluorescéncia caracterizou a capacidade em hidrolisar esculina, com resultado

positivo.

5.10 Hidroélise da gelatina

Para liquefacdo da gelatina, procedeu-se a repicagem dos isolados para o
meio contido em tubo de ensaio, fazendo-se uma perfuracio com a al¢a de
platina contaminada pelos isolados. Os tubos foram levados para incubagdo, a
28 °C, e observados por um periodo de 14 dias.

A hidrdlise da gelatina foi caracterizada pela perda da capacidade de
solidificagio do meio a 4 °C, por um periodo minimo de 30 minutos (Fahy e
Hayward, 1983; Schaad, 1994).

5.11 Oxidase

Para realizacdo deste teste, as col6nias foram coletadas com um bastio
de vidro, friccionadas levemente sobre papel de filtro embebido em solugdo de
dihidrocloreto de N, N, N’, N’ tetrametil-1,4-fenilenodiamina.

O surgimento de uma coloragio lildis em um periodo de 10 a 60
segundos caracterizou a reagdo positiva para o teste (Schaad, 1994).

5.12 Produciio de pigmento escuro em meio de cultura

Para a producdo de pigmentos difusiveis em meio de cultura,
caracteristica da variante fiscans, foi feita a repicagem dos isolados em meio
523 de Kado & Heskett (1970). Os diferentes isolados foram semeados no meio

pelo processo de estrias e incubados a 28 °C, por 72 horas. O escurecimento do



meio em torno das coldnias caracterizou a produgio do pigmento (Basu e
Wallen, 1966; Basu e Wallen, 1967; Basu, 1974).

5.13 Proteolise do leite

Culturas bacterianas com 24 horas de cultivo foram repicadas para tubo
de ensaio contendo leite em po desnatado reconstituido a 10%. Os tubos foram
incubados em B.0.D. a 28 °C e observados por um periodo de 7 dias.

A observagio de uma fase translicida, principalmente na regifo
superior, caracterizou a capacidade do isolado em hidrolisar a caseina do leite
(Schaad, 1994).

5.14 Temperatura maxima de crescimento

Tubos de ensaio contendo meio 523 de Kado & Heskett (1970) na forma
liquida, foram pré-incubados em banho-maria em diversas temperaturas, por
pelo menos 30 minutos antes da repicagem. Apés a repicagem com diferentes
isolados, os tubos retornaram ao banho-maria, sendo incubados por 7 dias.

Temperaturas variando em 1 °C, em um intervalo de 33 a 43 °C, foram
testadas. A maxima temperatura que apresentou turvagio do meio foi
considerada temperatura méxima de crescimento (Fahy e Hayward, 1983).

5.15 Capacidade de crescimento em diferentes fontes de carbono

Para o preparo da suspensio bacteriana, as coldnias de cada isolado,
foram coletadas com ala de platina e suspensas em solugdo de NaCl 0,85%
estéril, contida em Erlenmeyer. Apés a homogeneizagio em condigGes
assépticas, foram retiradas aliquotas de 3 ml para calibragdo da suspensio em
espectrbfotémetro, adotando-se, como padrio, leituras variando no intervalo de
Aso0um= 0,190 a 0,210 (Vauterin ez al., 1995).
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A suspensdo preparada foi vertida em placa de Petri estéril, dentro da
camara de fluxo laminar. Em seguida, com auxilio de uma pipeta multicanal,
colocaram-se 150 pl desta suspensdo em cada cavidade da microplaca Biolog
GN™, pré incubadas a 28 °C (Biolog, 1993; Vauterin ez al., 1995). Com todas as
cavidades completas, as microplacas foram recolocadas em sua embalagem
opaca, retomando & incubadora a 28 °C, em ambiente escuro, sendo avaliadas
com 24, 48 e 72 horas apds a repicagem com a suspensdo bacteriana. A
utilizagdo das fontes unicas de carbono por cada isolado foi caracterizada pelo
desenvolvimento de uma coloragdo roxa, devido & redu¢do do tetrazolio, em
cada cavidade onde a bactéria foi capaz de se desenvolver (Biolog, 1993
Vauterin et al., 1995).

5.16 Pigmento xanthomonadina

O pigmento foi extraido das bactérias cultivadas por 48 horas, em meio
523 de Kado & Heskett (1970), a 28 °C. A extragdo constituiu da coleta de uma
porgio abundante das colonias bacterianas utilizando uma alga de platina,
procedendo-se, a seguir, a deposi¢ao deste material em 5 ml de metanol contido
em tubo de ensaio.

A seguir, os tubos foram tampados por uma bola de vidro para diminuir
a evaporacio do metanol e levados a0 aquecimento em banho-maria a 90 °C, até
ser observada uma coloragdo amarela mais intensa. Para se obter o extrato livre
de impurezas, foi realizada uma centrifugagio, procedendo-se, a seguir, a leitura
em espectrofotdmetro, na faixa variando de 350 a 530 nm (Lelliott e Stead,
1987).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas mais marcantes, capazes de identificar o patovar,
foram o padrdo do pigmento xanthomonadina, a ndo utilizagio de asparagina
como fonte {inica de carbono e nitrogénio, a protedlise do leite, hidrélise da
esculina, gelatina e amido, concordando com Basu e Wallen (1966); Bradbury,
(1986); Bianchini, Maringoni e Cameiro (1997), e oxidase negativa, Gram-
negativas e aerdbias estritas (Tabela 4). O teste da hidrdlise do amido
demonstrou ser muito eficiente na caracterizagio de Xap e Xapf, ja que se
mostrou positivo para todos os isolados e negativo para alguns patovares do
género Xanthomonas aqui testados.

O padrdo de xanthomonadina, encontrado para os isolados de Xap, e
Xapf diferencion do perfil caracteristico para o género Xanthomonas, que
apresenta um pico em 445 nm e dois ombros a 467 e 420 nm (Lellict e Stead,
1987), o qual foi observado para isolados de Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria provenientes de pimentdo (Figura 1). O perfil observado na Figura 1
se repetiu para todos os isolados de Xap e Xapf, sendo, portanto, caracteristico
para o patovar, com uma curva decrescente apresentando trés ombros suaves em
aproximadamente 418, 441 e 463 nm (Figura 1), a qual foi bastante proximo dos
resultados encontrados por Stephens e Starr (1963) e particularmente porRavae
Sartorato (1994), que relatam absorbancia méxima a 418, 437 e 463 nm para o
pigmento extraido com éter de petréleo, sem especificar a localizagdo do pico.
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TABELA 4, Cont.

Temperat.

Hidrélise da

Hidrélise da
Esculina

Hidrélise do
Amido

Cresdm. em
0,1% C.T.T.

Crescim. em
0,02%
CT.T.

Gram

Crescim.
mucdide

em aerobiose
Crescimento
anaerobiose

Asparagina
como fonte
fmica de
CeN

Isolado

Xapf's
Xepf6
Xapf7
Xapf'8
Xapf'9

+
+

Xapf 10

Xapf 11

+
+

Xapf'12

Xapf13

Xapf 14
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Xapf 15
Xapf 16

+

Xapf 17

Xapf 18

Xapf 19

Xapf20
Xopf21

Kavit

Xpass

Xav ]

Xav2

Xav3

Erw

Pcic

Rsol

+ Resultado positivo para o teste; - resultado negativo para o teste.



FIGURA 1- Espectro de absorg¢do do pigmento extraido em metanol, produzido
por: A=  Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria;
B= Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (isolado Xap 14);
C= Erwinia sp. UFLA, Lavras-MG, 1999.

Estes resultados podem ser esperados, j& que os perfis de absorbincia
ndo sdo considerados ainda totalmente caracteristicos para o género,
encontrando-se relatos da ocorréncia de picos maximos no intervalo entre 420 a
450 nm, ou perfis apresentando pico maximo em 443 nm, com ombros ao redor
de 420 e 467 nm (Klement, Rudolph e Sands, 1990, Robbs e Rodrigues Neto,
1993). Os isolados de Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria apresentaram o
padrdo caracteristico para o pigmento, enquanto que os demais géneros
apresentaram perfis apos a extragdo completamente diferentes do esperado,
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conforme pode ser observado para Erwinia sp. (Figura 1). Diferengas quanto a
intensidade do pigmento foram bastante marcantes, ja que valores de
absorbancia entre Xap e Xav apresentaram um contraste altamente significativo.

Quanto a diversidade morfolégica das coldnias, foram observados dois
tipos distintos caracteristicos para a variante fuscans de acordo com os padrdes
morfoldgicos para coldnias, citados por Klement, Rudolph e Sands (1990)
(Figura 2): coldnias circulares, convexas, com borda completa ou circulares,
planas, com borda levemente ondulada. Colénias de Xap apresentaram um tnico
padrdo que foram coldnias circulares, convexas, com borda completa. Segundo
Bradbury (1984), Swings e Civerolo (1993) e Vauterin er al. (1995), o aspecto
mucoide € condicionado pela produgio da goma xanthana, um polissacarideo
capsular de alto peso molecular, hidrofilico e coloidal, com fungdo na protegio
de efeitos injuriosos causados pela radiagio ultravioleta (Leach er al., 1957),

normalmente produzido em meio contendo carboidrato assimilavel.



FIGURA 2- Morfologia das colonias e produgdo de pigmento difusivel em meio

de cultura. A= colonias circulares, planas, com borda levemente
ondulada; B e C= colonias circulares, convexas, com borda completa;
B= Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli,
C= Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans. UFLA,
Lavras-M@G, 1999,

Para algumas bactérias, como a espécie Ralstonia solanacearum, a
produgdo de capsula € um fator relacionado com patogenicidade, caracteristica
que parece nao ser observada para Xapf, ja que alguns isolados, que
aparentemente ndo o produzem com abundancia, foram patogénicos a plantas de
feijoeiro. O fato de serem encontradas colonias planas, atipicas, sem textura
cremosa, como a maioria das Xanthomonas, refor¢a ainda mais a necessidade de
serem realizados testes complementares de laboratorio, nao bastando a analise
visual das colonias, que até para um laboratorista treinado certamente levaria a
uma confusdo na diagnose, possibilitando a ocorréncia de erros de analise.

Os testes de tolerancia ao cloreto de trifenil tetrazolio 0,1 e 0,02%
também demonstraram a ineficacia da caracteristica no processo de diagnose

como observado por Robbs, Rodrigues Neto e Malavolta (1988), uma vez que
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90% dos isolados se desenvolveram em meio contendo 0,02% de C.T.T. e 71%
em meio com 0,1% (Tabela 4).

A temperatura méxima de crescimento foi diferente e caracteristica para
cada isolado, variando de 35 a 38 °C, sendo que, para 59%, esta temperatura foi
de 36 °C. Este cariter também se demonstrou impréprio na caracterizagio de
Xap e Xapf, pois além de ser varidvel entre os isolados deste patovar, nio diferiu
de outras espécies e patovares do género Xanthomonas (Tabela 4). Assim, os
dados obtidos no presente trabalho discordam de Holt er al. (1994), que
adotaram a temperatura maxima de 38 °C como fixa e ndo variavel dentro de um
intervalo.

Para o teste de catalase, apesar de ter apresentado resultado positivo para
todos os isolados, ndo é uma ferramenta util para fins de diagnose, ja que o
resultado positivo é comum para outras espécies de Xanthomonas e géneros
fitopatogénicos (Tabela 4), servindo, portanto, apenas para verificar a
viabilidade da cultura bacteriana (Klement, Rudolph e Sands, 1990).

De acordo com os dados da Tabela 5, verifica-se que 100% dos isolados
de Xap e de Xapf, utilizaram dezenove agiicares como fontes tmicas de carbono,
ou seja: a-D-glucose, acido bromosuccinico, acido succindmico, acido
succinico, alaninamida, celobiose, D-alanina, D-frutose, D-galactose, D-manose,
D-trealose, gentiobiose, L-alanina, L-alanilglicina, L-fucose,
monometilsuccinato, sacarose, tween 40 e tween 80, e somente isolados de Xapf
utilizaram em sua totalidade: dextrina, glicogénio, e, em especial, a N-acetil-D-
glucosamina, j4 que este agiicar foi metabolizado por somente seis isolados de
Xap (28,6% do total) contra 21 de Xapf (100%) (Tabela 5). Embora outras
fontes de carbono tenham apresentado valores de utilizagdo inferiores a 100%,
usualmente sdo considerados como positivos percentuais na faixa de 80 a 100%,
variaveis de 20 a 80%, e negativos, de 0 a 20%.
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TABELA 5: Perfil de utilizagdo de fontes tnicas de carbono para diferentes bactérias. UFLA, Lavras-MG, 1999,

Fonte de Carbono Xap (%) Xapf(%)  Xcc Xavit Xpass Xav 1 Xav 2 Pcic Erw Rsol
a-D-Glucose 100 100 + + + + + + + -
Acido bromosuccinico 100 100 + - + - + + + .
Acido succinfmico 100 100 + + + . . . + )
cido succinico 100 100 + - + + - + + +
Alaninamidn 100 100 + - + . - - + .
Celobiose 100 100 + - + + + - + .
D-Alanina 100 100 - - + - - + + +
D-Frutose 100 100 + + + + + + + .
D-Galactose 100 100 + + + + + + + .
D-Manose 100 100 + + + + + + + -
D-Trealose 100 100 + - + + - - + .
Gentiobiose 100 100 + - + - . - + -
L-Alanina 100 100 + - + + - + + +
L-Alanilglicina 100 100 + - + - - + + .
L-Fucose 100 100 + + + - - - + .
Monometilsuccinato 100 100 + - + + - - + .
Sacarose 100 100 + + + + + - + -
Tween 40 100 100 + + + - + + + +
Tween 80 100 100 + + + . + + + +
Dextrina 95,2 100 + + + + + - + .
Lactulose 90,5 429 + - + - - . + .
Maltose 90,5 95,2 + + + + - R + .
Metilpiruvato 90,5 90,5 + + + + + + + +
Acido L-glutdmico 85,7 85,7 + . + + . + + +
Glicogénio 85,7 100,0 + + + . + - + .
Acido a-cetoglutarico 81,0 81,0 + " + . . + + +
Acido cis-aconitico 81,0 81,0 - . - - + + +

...continua...
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TABELA 5, Cont.

Fonte de Carbono Xap (%) Xapf(%)  Xce Xavit Xpass Xav 1 Xav 2 Pcic Erw Rsol
D-Psicose 81,0 81,0 - + - + + - + -
D-Melibiose 76,2 76,2 + - - - - - + -
Hidroxi-L-prolina 714 74 + - + - - - + -
Acido Glicil-L-glutimico 66,7 66,7 - - + + - . + .
Acido acético 61,9 61,9 + - + . + .- + +
Acido D-sacérico 61,9 61,9 + - - + . + + +
Acido L-asprtico 429 42,9 - - + + - + + +
D-Rafinose 42,9 429 - - - - - - + -
Glicerol 429 42,9 + + - + + + + -
Acido maldnico 38,1 38,1 + . + . - + + .
cido propifnico 333 333 + - + - - + + +
D, L-a-Glicerofosfato 333 333 + - + - - + + -
Glicose 1-fosfato 333 33,3 + - + + - - + -
Glicose 6-fosfato 33,3 33,3 - - + + - - + -
L-Serina 333 333 + + + + - + + +
Acido u-cetobutirico 28,6 28,6 - - + - . . . -
Acido cftrico 28,6 28,6 + - - + - + + +
L-Treonina 286 28,6 + - + - - - + +
N-Acetil- D-glucosamina 28,6 100,0 + - + + - - + -
Acido B-hidroxibutirico 238 238 - . - . - - + -
Glicil-Acido L-aspéttico 23,8 23,8 - . - . - - + -
Acido urocénico 19,0 19,0 .- . - + + - + -
Inosina 19,0 19,0 + - + + + + + +
L-Fenilalanina 19,0 19,0 - - - - - - + -
Turanose 19,0 19,0 - - - - + - + -
Uridina 19,0 19,0 + - + - - + + .
_PB-Metil-D-Glucosideo 9,5 9,5 - - - - - + -

...continua...
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TABELA 5, Cont.

Fonte de Carbono Xap (%) Xapf(%) Xcc  Xavit  Xpass Xav 1 Xav 2 Peic Erw Rsol
~Acido D, L-latico 9,5 9,5 - - - ¥ - n + -
L-Histidina 9,5 9,5 - - - + - . + .
o-Ciclodextrina 438 0,0 - - - - . - - )
a-D-Lactose 4,8 0,0 - + . . - . + .
2-Aminoetanol 438 48 - - - - . . + .
Acido a-hidroxibutirico 4,8 48 + - - - . . + X
Acido p-hidroxifenilacético 48 438 - - - - . . + +
cido quinico 48 438 - - - - - . + +
Adonito! 438 0,0 - - - - - . + .
L-Prolina 48 43 + - + + . + + .
2,3-Butanediol 0,0 0,0 . . - . . . + )
Acido y-aminobutirico 0,0 0,0 - - - - . + + _
Acido a-cetovalérico 0,0 0,0 . - . . . i . i
Acido y-hidroxibutirico 0,0 0,0 . - . . . . . )
Acido D-galacténico lactona 0,0 0,0 - - - . . + + .
Acido D-galacturdnico 0,0 0,0 - - . + - . + R
Acido D-glucnico 0,0 0,0 - - - + - + + .
Acido D-glucosaminico 0,0 0,0 - - - - - . + .
Acido D-glucurbnico 0,0 0,0 - - - + - - + +
Acido formico 0,0 0,0 + . . . . . + _
Acido itacénico 0,0 0,0 - - - - - . - .
Acido L-piroglutamico 0,0 0,0 - - - - . + + )
cido sebécico 0,0 0,0 - - - - - - + .
D-Arabitol 0,0 0,0 - - - + - + + .
D, L-Camitina 0,0 0,0 - - - - - . + .
D-Manitol 0,0 0,0 - + - + + + * .
D-Serina 0,0 0,0 . - . . . . + +
D-Sorbitol 0,0 0,0 - + - - - + + -

...continua...
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TABELA 5, Cont.

Fonte de Carbono Xap (%) Xapf(%) Xcc Xavit Xpass Xav 1 Xav2 Pcic Erw Rsol
Fenil etilamina 0,0 0,0 - - - - - - + -
Glucuronamida 0,0 0,0 . - - - - - + -
L-Arabinose 0,0 0,0 - + - - + + + -
L-Asparagina 0,0 0,0 - - - - - + + +
L-Leucina 0,0 0,0 - - - - - - - -
L-Omitina 0,0 0,0 - - - - - - + -
L-Ramnose 0,0 0,0 - - - + - - + -
i-Eritritol 0,0 0,0 - - - - - - + -
m-Inositol 0,0 0,0 - - - + - + -
N-Acetil-D-galactosamina 0,0 0,0 - - - - - - + -
Putrescina 0,0 0,0 - - - - - - + -
Timidina 0,0 0,0 - - - - - - + -
Xilitol 0,0 0,0 - - - - - - + -

Valores numéricos expressos em porcentagem; + Fonte de carbono metabolizada; - Fonte de carbono ndo metabolizada.



Comparando com outras bactérias do género Xanthomonas utilizadas
neste ensaio, o agiicar D-alanina nio foi utilizado por Xcc, Xavit, Xav 1 e Xav 2;
alaninamida, gentiobiose e L-alanilglicina por Xavit, Xav 1 e Xav 2.

Basu e Wallen (1966) observaram bom crescimento de Xapf em meio
contendo L-arabinose, o que ndo foi verificado neste ensaio, ¢ nem por
Hildebrand, Hendson e Schroth (1993). Ainda verificaram crescimento pobre em
D-rafinose, que aqui propiciou o crescimento para alguns isolados e em adonitol,
onde nenhum isolado de Xapf se desenvolveu. Hildebrand, Hendson e Schroth
(1993) constataram, para Xap e Xapf, um desenvolvimento pobre em D-manitol,
que no presente trabatho ndo foi utilizado, assim como em D-melibiose, aqui
com crescimento para muitos isolados. Fontes como dextrina, glicogénio,
celobiose, D-frutose, D-galactose, maltose, D-manose, Sacarose e D-trealose
utilizados por muitos isolados no presente trabalho, também foram observados
por Hildebrand, Hendson e Schroth (1993).

O perfil da atividade metabodlica sobre as fontes de carbono coincidiram
com a descricdo da espécie Xanthomonas axonopodis, caracterizada por
Vauterin et al. (1995). Nao foi constatada relagdo entre caracteristicas
fisiologicas e graus de viruléncia, devendo-se, para isto, langar mao de testes in
vivo a fim de se determinar esta propriedade.

A utilizagdo de 96% das fontes de carbono por Erwinia sp. demonstra a
flexibilidade da bactéria em relagdo ao seu metabolismo, e a vulnerabilidade do
sistema Biolog™ para fins de diagnose, uma vez que contaminagdes durante o
processo podem fatalmente ocasionar em erros de identificagdo.
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7 CONCLUSOES

Pode-se concluir que:

a) Isolados de Xap e Xapf apresentam como caracteristicas: coldnias
amareladas, convexas ou lisas, Gram-negativas, aerdbias estritas, perfil de
xanthomonadina, extraido com metanol, caracterizado por uma curva
decrescente, com ombros em aproximadamente, 418, 441 e 463 nm; resultado
positivo para protedlise do leite, hidrélise do amido, esculina e gelatina;
negativo para oxidase; com capacidade em utilizar 19 agticares como fontes

unicas de carbono;

b) Caracteristicas fisiologicas isoladas ndo foram eficientes na distingsio
de Xap e Xapf em relagdo a X. sp. pv. passiflorae;

¢) As provas bioquimicas nio foram capazes de discriminar os isolados
de acordo com seu grau de viruléncia;

d) Testes de tolerdncia a 0,1 ¢ 0,02% de cloreto de trifenil tetrazdlio, e

temperatura maxima de crescimento, normalmente recomendados, se mostraram
incapazes de caracterizar os isolados de Xap e Xapf.
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CAPITULO 4

Caracterizagdo molecular de isolados de Xanthomonas axonopodis pv.

phaseoli e Xanthomonas axonopadis pv. phaseoli var. fuscans
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1 RESUMO

HALFELD VIEIRA, B. de A. Caracterizacio molecular de isolados de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli ¢ Xanthomonas axonopodis pv.
Phaseoli var. fuscans. In: HALFELD VIEIRA, B. de A. Caracterizagio
fisiolégica, molecular e viruléncia de isolados de Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli e sua variante fuscans, Lavras: UFLA, 1999,
p. 66-81. (Dissertacio - Mestrado em Fitopatologia) "

Visando definir nova técnica laboratorial, envolvendo a PCR na detecgio
de Xap e Xapf, foi testado um par de primers relatados como marcadores
moleculares especificos na detecgio destas bactérias. Cada isolado, além de
outras bactérias distintas de Xap e Xapf, foi submetido & amplificacdo, sob
regimes de temperatura diferenciados, sendo estudada também a necessidade de
extracdo de DNA pelo método rapido alcalino além da alteragiio do protocolo
original, onde a temperatura de anelamento dos primers constituiu um ponto
chave nesta questdo, no sucesso em detectar a bactéria. Similaridades gendmicas
entre Xap, Xapf e X. a. pv. vitians também foram observadas, devido a
amplificagdo fraca de uma banda em X. a. pv. vitians com 0 mesmo niimero de
pares de bases. Como dois isolados de Xap e Xapf, dentre os 42 testados, ndo
apresentaram a banda caracteristica com 0,73 Kb, e nenhum isolado de Xapf
uma banda com 0,55 Kb, descrita na literatura como uma possibilidade, ficou
demonstrada a variabilidade gendmica da bactéria. Foi verificado também o
efeito da temperatura na especificidade dos primers, ja que foram obtidos
resultados distintos com a alteragfio da temperatura de anelamento.

" Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Orientador) e Antdnia
dos Reis Figueira - UFLA.
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2 ABSTRACT

HALFELD VIEIRA, B. de A. Molecular characterization of Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli and Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var.
Juscans. In. HALFELD VIEIRA, B. de A. Physiological, molecular
characterization and virulence of isolates of Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli and its variant fuscans. Lavras: UFLA, 1999. p. 66-81
(Dissertation - Master Program in Phytopathology)”

Aiming to define a new laboratory technique, involving PCR in
detecting Xap and Xapf, a pair of primers reported as specific molecular markers
in the detection of those bacteria was tested. Each isolate, in addition to other
bacteria distinct from Xap and Xapf, was submitted to amplification, under
regimes of differentiated temperatures, the need for DNA extraction by the rapid
alkaline method besides the alteration of the original protocol, where the
annealing temperature of the primers constituted a fundamental point in this
issue, in the success of detecting the bacterium being studied as well. Genomic
similarities among Xap, Xapf and X. a. pv. vitians were also observed, due to
the poor amplification of a band of in X. a. pv. vitians with the same number of
base pairs. As two isolates of Xap and Xapf, out the 42 tested, did not present
the characteristic band with 0.73 Kb, and no isolate of Xapf presented a band
with 0.55 Kb reported in the literature as a possibility, the genomic variability of
the bacterium was demonstrated. Also, the effect of the temperature in the
specificity of the primers was verified, since different results were obtained with
the alteration of annealing temperature.

* Guidance Commitee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Major Professor) and
Antonia dos Reis Figueira - UFLA.
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3INTRODUCAO

Técnicas moleculares em procedimentos de detecgiio de patogenos vém
sendo cada vez mais popularizadas como ferramentas promissoras devido a sua
maior precisio em caracterizar organismos geneticamente relacionados, além de
apresentarem respostas mais rapidas no processo de identificacdo (Louws ef al.,
1994).

Métodos de diagnose baseados mo uso de meios semi-seletivos
(Velasquez e Trujillo, 1984a; Velasquez e Trujillo, 1984b), dupla difusio em gel
de agar (Maringoni, Kimati ¢ Kurozawa, 1994), apesar de serem promissores,
tém como maior limitagdo a dificuldade em serem aplicados, devido ao trabalho
que demandam, além de serem varidveis quanto a sensibilidade, especificidade e
complexidade (Valarini € Menten, 1992).

Neste aspecto, altemativas envolvendo findamentos de biologia
molecular, principalmente com o uso da reagio da polimerase em cadeia (PCR),
vém cada vez mais tomando espago como técmica aplicada ao processo de
identificacdo, tendo, como vantagem, serem mais estaveis quando comparadas a
outras metodologias que envolvem mecanismos sujeitos a alteragdes, devido a
influéncia de condigdes ambientais, como na produgio de proteinas,
carboidratos e lipideos (Gilbertson ef al., 1989).

Visando verificar a eficiéncia da técnica de PCR na detecgiio de Xap e
Xapf, foram testados dois primers considerados especificos para estes patdgenos
(Audy er al., 1994; Audy et al, 1996), com o objetivo de verificar sua
adequagiio em um sistema de rotina capaz de oferecer eficiéncia e rapidez no

processo de diagnose.
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4 REFERENCIAL TEORICO

Para detecgio de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli var. fuscans através de técnicas moleculares, existem
alguns poucos trabalhos utilizando rep-PCR, que amplifica seqiiéncias que se
repetem no DNA (Louws e al., 1994), hibridizacio com DNA (Constabel ef al.,
1996), RAPD (Birch et al., 1997), com eficiéncia inclusive na diferenciagio de
Xap e Xapf e principalmente a técnica da reagio da polimerase em cadeia (PCR)
(Audy et al., 1994; Audy et al., 1996).

Um dos estudos mais promissores, que levou ao desenvolvimento de um
par de primers especificos, foi efetuado por Gilbertson et al. (1989), que
selecionaram um plasmidio capaz de hibridizar extensivamente com o DNA
total de Xap e Xapf, digerindo e clonando os fragmentos para estudos mais
especificos, dentre eles um fragmento com 3,4 Kb.

Apesar deste plasmidio hibridizar também com plasmidio de alguns
outros patovares caracterizados, como: Xanthomonas campestris pv. alfafae,
Xanthomonas campestris pv. carotae, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(racas 1 e 2) e Xanthomonas campestris pv. oryzae, o fragmento com 3,4 Kb
demonstrou uma fraca hibridizacdo com Xanthomonas campestris pv. carotae e
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (ragas 1 e 2), sem hibridizar com
nenhum dos outros patovares. Um fato importante observado foi a ndo
hibridizacdo com o DNA total de bactérias do género Xanthomonas avirulentas,
isoladas de restos culturais de plantas de feijoeiro, uma vantagem, ja que um
método capaz de detectar somente isolados virulentos é desejavel.

Audy ef al. (1994), selecionando este fragmento, o seqiienciaram
parcialmente e desenvolveram um par de primers: Xdc (24 bases) e Xde
(23 bases), constatando sua eficiéncia em amplificar somente o DNA total de
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Xap e Xapf, resultando em uma banda com 0,73 Kb, sendo que, alguns isolados
de Xapf apresentaram uma banda adicional com 0,55 Kb. Segundo os autores, a
sensibilidade da reagdio foi capaz de detectar uma unica célula bacteriana,
podendo inclusive ser processada a reagdo diretamente de folhas e sementes,
com fins de diagnose em material vegetal, ja que os primers nio se anelam ao
DNA de plantas de feijoeiro em condigdes de alta temperatura de anelamento.
Além disso, os autores confirmaram esta especificidade dos primers em
amplificar somente isolados patogénicos, como observado por Gilbertson er al.
(1989).

Posteriormente, Audy ef al. (1996) associaram com sucesso este par de
primers com outros dois visando detectar, simultaneamente, Xap, Xapf e
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, ainda de ocorréncia incerta no Brasil
(Bradbury, 1986; Marques ef al., 1994; Oliveira e Souza, 1997; Yorinori ef al.,
1998), observando capacidade em identificar uma tnica semente infectada em
um lote de 10.000, uma ferramenta realmente promissora em processos de
rotina. Porém, estudos de base envolvendo uma gama mais abrangente de
isolados tomam-se necessarios para toma-lo vilido em programas de
certificacio.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Preparacio dos isolados

Col6nias dos isolados cultivadas por 24 horas a 28 °C, em meio 523 de
Kado & Heskett (1970), foram coletadas com alga de platina e semeadas em
5,0 ml do mesmo meio desprovido de agar, contido em tubos de ensaio e
incubados pelo mesmo periodo, 3 mesma temperatura, em incubadora do tipo
B.O.D.

O caldo foi utilizado diretamente para reagdo de PCR, sem submeter as
células bacterianas a qualquer tipo de extragio de DNA.

5.2 Preparo da reaciio de polimerase em cadeia

Foi adaptado o protocolo sugerido pelo fabricante (Gibco). A mistura
consistiu de 5 pl de tampdo de PCR 10x; 3 ul de MgCl, 25 mM; 1 ul de dNTP
mix 10 mM; 1pl de cada primer (X4c (GGC AAC ACC CGA TCC CTA AAC
AGG) 62,89 nmoles/ml e X4e (CGC CGG AAG CAC GAT CCT CGA AG)
66,59 nmoles/ml); 0,5 pl de Tag DNA polimerase 5 w/ul; 5 pl do caldo
inoculado com o isolado e 33,5 ul de agua bi-destilada, deionizada.

O controle negativo conteve, ao invés de caldo bacteriano, agua bi-
destilada e deionizada.

Preparadas as misturas, estas foram levadas ao termociclador, sendo
submetidas a 25 ciclos de desnaturacio, anelamento e extensio a 94 °C/1 min,
55 °C/2 min, 72 °C/2 min, respectivamente; com uma extensio final a 72 °C/10
min.
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5.4 Eletroforese e fotodocumentacio

Ao final da reagdo, procedeu-se a aplicagio de 5 pl de cada amostra,
acrescida de 2 pl do corante azul de bromofenol, em gel de agarose 0,8%,
preparado com tampéo Tris-Borato EDTA (TBE) 0,5 x, submetendo-se, a seguir,
a eletroforese. Como marcador de bases, foi utilizado DNA marcador (GIBCO)
com 1 Kb, para se determinar o tamanho dos fragmentos amplificados. Ao ser
encerrada a eletroforese, o gel permaneceu imerso no corante brometo de etidio
por 10 minutos, para a visualizagdo das bandas e fotodocumentagio, em luz
uitravioleta.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O par de primers utilizado para os diferentes isolados de Xap e Xapf,
outras espécies e patovares de Xanthomonas, além de outros géneros
fitopatogénicos, apresentaram-se eficientes na identificagio do patovar
(Figura 3), verificando-se a necessidade de adaptagfio do protocolo utilizado por
Audy et al. (1994), uma vez que a temperatura de anelamento a 65 °C nio
permitiu uma repetibilidade dos resultados, ora havendo amplificacéo, ora ndo.

Reagdes com DNA extraido pelo método rapido alcalino (Wang e
Cutler, 1993), adaptado por Audy ef al. (1994), também foram testadas nestas
condi¢des de temperatura, tendo o mesmo efeito que reagdes onde ndo houve
extracdo de DNA.

Por outro lado, ao ser reduzida a temperatura de anelamento para 55 °C,
verificou-se a amplificagdo do fragmento com 0,73 Kb (Figura 3), obtendo
repetibilidade dos resultados, com eficiéncia tanto nas reagdes com DNA
extraido como nas reagdes diretamente de col6nias crescidas em meio liquido.
Este fato permitiu a supressdo da etapa de extragdo de DNA, agilizando o
processo sem perder eficiéncia.

Estas adaptagGes, que se mostraram necessarias, s3o esperadas, ja que
tanto as condigSes de reagdo e principalmente os isolados sdo distintos. Além
disso, a temperatura de anelamento elevada aumenta a especificidade dos
primers, exigindo um alto grau de homologia com o DNA bacteriano (Audy et
al., 1996).

Este efeito da temperatura na capacidade de amplificagio foi tanto
observado por Audy et al. (1996) como demonstrado (Figura 4) para o isolado
Xap 1. Para a variante fuscans, nio foi verificada a banda de 0,55 Kb (Figura 3),
constatada por Audy et al. (1994) para alguns isolados, sendo mais um
indicativo da variabilidade da bactéria, diferenciagdo que encontra uma maior
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aplicac3o em estudos genéticos, ja que tanto Xap quanto Xapf vém apresentando
caracteristicas similares nos mais diversos aspectos, a nio ser pela producdo de
melanina por Xapf em meio de cultura, propriedade facilmente distinta.
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FIGURA 3- Perfil eletroforético dos produtos de amplificagio pela PCR,

utilizando o par de primers X4c e X4e, utilizando temperatura de
anelamento de 55 °C.

A= Marcador de 1 Kb (Gibco); B= Xap 1; 12= Xapf 6;
B a V= Xap; 1 a 21= Xapf, 22= Xcc; 23= Xpass; 24= Xav 3;
25= Xav 1; 26= Xav 2; 27= Xavit; 28= Pcic; 29= Erw; 30= Rsol;
31= Controle negativo. UFLA, Lavras-MG, 1999.
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FIGURA 4- Produtos de amplificagdo pela PCR utilizando o par de primers Xdc
e X4e com temperatura de anelamento diferenciada.
A= Marcador de 1 Kb (Gibco); B e C= temperatura de anelamento a
45 °C; D e E= temperatura de anelamento a 50 °C; B e D= Xap 1;
C e E= Xapf 6. UFLA, Lavras-MG, 1999.
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O aparecimento de uma banda fraca para X. a. pv. vitians, com 0 mesmo
numero de pares de bases, demonstra haver um certo grau de homologia entre os
patovares (Figura 3). Este resultado poderia ser esperado, ja que Gilbertson e al.
(1989) fizeram a mesma observagio para os patovares .X. a. pv. carotae e X. a.
pv. vesicatoria. Curiosamente, Audy ef al. (1994) também utilizaram dois
isolados de X. a. pv. vitians, que ndo sofreram amplificacdo. Outro resultado
verificado foi a ndo amplificagdo de dois dos isolados, um de Xap (Xap 1) e
outro de Xapf (Xapf 6).

E interessante notar, na Figura 4, que para estes isolados, mesmo
reduzindo a temperatura de anelamento, tanto para 50 °C como 45 °C, nio houve
amplificagdo da banda caracteristica com 0,73 Kb. Somente o isolado Xap 1
sofreu uma ténue amplificagdo, porém resultando em uma banda com 0,396 Kb
nio caracteristica. Apesar de haver observagdes relacionando patogenicidade e
especificidade dos primers, ficou constatado que embora patogénicos, dois
isolados ndo foram amplificados. Embora um deles (Xap 1) tenha se apresentado
o menos virulento dentre todos, 0 que poderia estar associado a este fator, o
outro (Xapf 6) foi bastante virulento, fugindo as perspectivas.

Através destes resultados, o que se verifica é a diversidade que pode ser
encontrada em bactérias, fazendo com que seja necessaria uma busca constante
de metodologias de caracterizagdo, jA que excegdes freqgiientemente sio
observadas, ndo se verificando regras fixas e sim tendéncias seguidas pela
grande maioria dos isolados, fato que toma necessaria a utilizagdo ndo s6 de uma
unica ferramenta, mas sim de diversas técnicas, que, combinadas

(ou em conjunto), sdo capazes de oferecer seguranca no processo de diagnose.
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7 CONCLUSOES

Pode-se concluir que:

a) Os primers X4c e X4e demonstraram eficiéncia na identificacio de
Xap e Xapf,

b) Existe um certo grau de homologia entre a regiio do plasmidio
amplificada entre Xap e Xapf em relagdo a X. a. pv. vitians;

¢) Diferencas na temperatura de anelamento influenciam na
especificidade dos primers utilizados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Analisando todas as variaveis em conjunto, o que se pode verificar é que
ndo existe um umnico teste capaz de identificar isolados de Xap e Xapf. Apesar da
planta hospedeira da qual o isolado foi obtido e das caracteristicas em meio de
cultura serem fortes indicativos da identidade da bactéria, erros podem ser
cometidos utilizando unicamente como suporte a analise visual, de acordo com a
experiéncia de quem o efetua.

De acordo com a disponibilidade de equipamentos e reagentes, a técnica
de PCR se verifica a mais simples, oferecendo rapidez no resultado. Porém, a
constatagdo de que alguns isolados podem nio ser amplificados demanda alguns
testes auxiliares, 0 que provavelmente ndo € necessario caso haja amplificagdo
da banda com 0,73 Kb, se apresentando intensa.

Dentre os testes biogquimicos, um dos mais simples foi a hidrélise de
amido, caracterizando-se como bastante seguro e capaz de diferenciar outras
bactérias amareladas de Xap e Xapf Esta caracteristica, além de outras
observadas, pode fomecer seguranca nas diagnoses em laboratdrios com menor
disponibilidade de recursos, ja que a diversidade dos testes aqui demonstrada
pode se adequar de acordo com as condigGes de cada um.

Finalmente, volto a frisar a importancia de se determinar o hospedeiro de
onde a bactéria foi isolada, j4 que a combinagdo tanto de caracteristicas
fisiologicas como moleculares, se toma dependente deste. Afinal, a classificagdo
em patovares é dependente da gama de hospedeiros em que a bacténia é capaz de
causar enfermidade, devendo sempre levar esta propriedade em consideracgio.
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ANEXO B

FIGURA 1B

FIGURA 2B

FIGURA 3B

FIGURA 4B

Pigina

Espectro de absorgdo do pigmento extraido em metanol,
produzido por: A= Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria, B= Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
(isolado Xap 14); C= Erwinia sp. UFLA, Lavras-MG,
1999, ...ttt b e 52
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