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RESUMO

LELIS, Flavia Mara Vieira. Desenvolvimento de primers para deteccio de
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum. 2009. 32 p. Dissertacio
(Mestrado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

A semente € um dos principais veiculos de introdu¢do de Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum (Xam) nas lavouras de algoddo. A bactéria pode
estar associada as sementes, tanto externa como internamente, sendo ambas as
formas igualmente eficientes na transmissdo da doenca. A técnica de PCR tem
permitido a deteccdo precoce de patégenos antes mesmo do surgimento dos
sintomas na planta, de forma mais rdpida, ficil e com um alto nivel de
sensibilidade, se comparada aos métodos tradicionais, trazendo economia de
tempo e dinheiro nos trabalhos de diagnose e identificacdo. Objetivou-se, com
este trabalho, o desenvolvimento de primers especificos para a detec¢do de Xam
em sementes de algoddo. Para tanto, primers foram desenhados e testados quanto
a especificidade e a sensibilidade em dezenove isolados de Xam pertencentes aos
estados de MG, SP, GO, MT e PR, trés de X. campestris pv. viticola (Xcv), dois
de X. axonopodis pv. phaseoli, X. campestris pv. campestris, um de X.
axonopodis pv. vesicatoria, X. axonopodis pv. glycines, Ralstonia
solanacearum, Pectobacterium spp., Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis e Curtobacterium flaccumfaciens pv flaccumfaciens. Os primers
XMAL970-2F/1R apresentaram resultados positivos para 18 dos 19 isolados de
Xam, nio amplificando para os demais géneros e espécies, exceto para o patovar
viticola. Embora Xam e Xcv apresentem as mesmas bandas, essas bactérias
podem ser diferenciadas pelo hospedeiro, sendo o patovar viticola patogénico a
videira. O isolado IBSBF 1733 produziu um fragmento de, aproximadamente,
2000 pb, ndo caracteristico de Xam. A técnica PCR € capaz de detectar até 10 ng
de Xam, quando se emprega o par de primers desenhado XMAL970-2F/1R,
permitindo a amplificacdo de uma banda de, aproximadamente, 903pb.

*Comité orientador: Ricardo Magela de Souza - UFLA (orientador), Antonia dos
Reis Figueira - UFLA (coorientadora)



ABSTRACT

LELIS, Fldvia Mara Vieira. Primers development detection of Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum. 2009. 32 p. Dissertation (Master in
Phytopathology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

The seed is the main vehicle for the introduction of Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum (Xam) in the cotton field. The bacterium can be seed-associated
extern or internally and both forms are equally efficient in the disease
transmission. The PCR technique allows the early pathogen detection, even before
symptoms appear in the plant, in a faster, easier and higher sensibility level if
compared to the traditional plating methods, resulting in a saving in time and
money of the identification and diagnosis. The objective, in this work was the
development of specific primers for detection of Xam in cotton seed. For such,
primers were designed and tested for specificity and sensitivity in nineteen strains
of Xam belonging to the States MG, SP, GO, MT e PR, three of X. campestris
pv. viticola (Xcv), two of X. axonopodis pv. phaseoli, X. campestris pv.
campestris, one of X. axonopodis pv. vesicatoria, X. axonopodis pv. glycines,
Ralstonia solanacearum, Pectobacterium spp., Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis and Curtobacterium flaccumfaciens pv flaccumfaciens.
The primers XMAL970-2F/1R showed positive results for 18 out of the 19 Xam
strains, no amplification to the other genera and species was observed, but the
patovar viticola. However, Xam and Xcv presented the same band, this bacterium
can be differentiated by host, being the patovar viticola pathogenic to grapevine.
The strain IBSBF 1733, yielded an estimated 2000 nt fragment not characteristic
of Xam. The PCR technique allowed to detect until 10 ng of Xam, when the
designed primer pair XMAL970-2F/1R was used, yielding an estimated 903 nt
band.

*Guidance Committee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Adviser), Antonia dos
Reis Figueira — UFLA (Co-adviser)
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1 INTRODUCAO GERAL

Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Smith) (Vauterin et al.,
1995) (= Xanthomonas campestris pv. malvacearum) (Xam) € o agente
etioldgico da mancha-angular do algodoeiro (Gossypium hirsutum). Esta é a
fitobacteriose de maior importincia na cultura, principalmente em regides sob
condicdes favoraveis (Agrios, 2005).

A utilizagdo de cultivares resistentes € considerada um dos métodos mais
seguros no controle da doenca (Cia & Fuzatto, 1999), porém, na prética, por
razdes técnicas ou econdomicas, nem sempre € possivel adota-lo, sendo necessaria
a aplicacdo de métodos alternativos ou complementares a resisténcia genética
(Chiavegato, 2005).

A semente € um dos principais veiculos de introdu¢do de Xam nas
lavouras de algoddo, portanto, todo o investimento depositado pode ser
comprometido com a utilizagdo de sementes contaminadas ou infectadas.

A associagdo de Xam as sementes pode ocorrer tanto externa como
internamente, sendo ambas as formas igualmente eficientes na transmissdo da
doenca (Brinkerhoff & Hunter, 1963).

A estimativa das perdas de rendimento causadas exclusivamente por Xam
torna-se dificil, pois muitos fatores estdo envolvidos, como o estigio em que a
planta é infectada, as condigdes ambiente prevalecentes durante o ciclo da
cultura, a infeccdo e a capacidade da planta para crescer longe da doenca
(Zomorodian & Rudolph, 1993). Entretanto, a deteccdo de Xam associada as
sementes ¢ fator essencial para a adocdo de praticas de controle e determinagdo
de padrdes de tolerancia, evitando-se, assim, a introducio do patégeno em novas

dreas e a utilizacdo excessiva de defensivos agricolas ou outras praticas de

controle que aumentam o custo de producao.



Atualmente, os testes para deteccdo de Xam em sementes de algoddo sdo
baseados em exame visual, utilizacdo de meio semisseletivo e teste de
patogenicidade. No entanto, sementes contaminadas, geralmente, sdo
assintomdticas e os testes, em sua maioria, apresentam baixa sensibilidade e
especificidade, sendo demorados e de dificil aplicacdo em larga escala.

A técnica de PCR tem permitido a deteccdo precoce de patdgenos, antes
mesmo do surgimento dos sintomas na planta, de forma mais répida, facil e com
um alto nivel de sensibilidade, se comparada aos métodos tradicionais, trazendo
economia de tempo e de dinheiro nos trabalhos de diagnose e identificagdo
(Gongalves & Rosato, 2002).

Diante do exposto e considerando-se a importancia econdmica da
mancha-angular do algodoeiro e o efeito ndo satisfatério dos produtos quimicos
recomendados para o seu controle no campo, torna-se imperativo o
desenvolvimento de um método rdpido, sensivel e especifico que permita a
deteccdo de Xam nas andlises de rotina de lotes comerciais de sementes de
algoddo, para prevenir a ocorréncia e os riscos de expansdo da doenca nas dreas
de produgio.

Desse modo, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de

desenvolver primers especificos para a deteccdo de Xam em sementes de algodao.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do algodao

A cotonicultura brasileira encontra-se em um momento especial, no qual
a retomada da producdo vem se realizando com duas caracteristicas inovadoras: o
avango do plantio em regides ndo tradicionais de cultivo e o incremento
generalizado no nivel tecnolégico da atividade, com a mecaniza¢do da lavoura
desde o plantio até a colheita (Fuzatto & Cia, 2001) e a utilizagdo da engenharia
genética como forma de facilitar a producio (Agrianual, 2008).

Do mesmo modo, o setor téxtil nacional também passou por
transformagdes que contribuiram para o seu crescimento, com grandes
investimentos em modernizacdo tecnoldgica e expansio da capacidade, evolugdo
do comércio internacional e desconcentragdo regional da produgdo (Gorini,
2000).

De acordo com os dados da safra 2007/08, a China € o maior produtor
mundial de algoddo, com, aproximadamente, 8 milhdes de toneladas, o que
representa cerca de 30% de todo o algoddo em pluma produzido no mundo. A
India ocupa a segunda posicio nesse “ranking”, seguida pelos Estados Unidos. O
Brasil € o quinto maior produtor com, aproximadamente, 6% da producio global.
Nesta mesma safra, no aspecto produtividade, o Brasil se destaca com o maior
indice entre os principais produtores mundiais de pluma, 1.423 kg por hectare
(United States Department of Agriculture - USDA, 2009), devido ao alto grau
tecnolégico empregado nas lavouras, como exigéncia do padrio de cultivo

predominante na cotonicultura atualmente (Agrianual, 2008).



Em algumas atividades agropecudrias, o lucro com os residuos ultrapassa
o da atividade principal. A cultura do algodao tem papel especial no novo modelo
de producdo integrada de alimentos, fibras e energia. Neste ambito, a
cotonicultura contribui para o aumento da receita e a diversificagdo da producio,
além de manter o equilibrio bioenergético dos sistemas agropecudrios nacionais
(Agrianual, 2008).

A cultura do algoddo no pais €, atualmente, considerada de expressao,
devido ao seu valor econdmico e social, utilizando mio-de-obra de custo
relativamente alto (Cia & Salgado, 2005).

Na agricultura familiar, a cultura do algoddo promove o envolvimento de
pessoas no cultivo, beneficiamento, industrializacdo e comércio de seus produtos
e subprodutos, contribuindo para a permanéncia do pequeno produtor diretamente

no campo (Aradjo et al., 2007).

2.2 A mancha-angular do algodoeiro

A mancha-angular é uma doenga potencialmente importante, pois o
agente etiolégico, Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Xam), possui
grande variabilidade e estd presente em praticamente todas as regides de cultivo.
Por ser amplamente disseminada, constitui num grave problema para a
cotonicultura (Cia & Salgado, 1997).

Os sintomas tipicos da doenca surgem nas folhas de algoddo como lesdes
sempre angulosas, inicialmente de coloracdo verde e oleosa e, posteriormente,
parda e necrosada. Quando ocorre a colonizacdo em variedades mais suscetiveis,
podem ser visualizadas lesdes nos peciolos das folhas, nas hastes principais da

planta e nos pedinculos das magds. Os sintomas também podem aparecer nas



macas, causando manchas semelhantes as induzidas nas folhas (Cia & Fuzatto,
1999).

Quando as condi¢cdes ambientais sdo favordveis ao desenvolvimento da
doenga, sérias perdas podem ocorrer acompanhadas, geralmente, de reducdo dos
estandes, lesdes nas mudas, queda das folhas e podridio das macads (Watkins,
1981).

Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum € uma bactéria gram-
negativa, aerdbia estrita e movimenta-se por apenas um flagelo polar. Em meio de
cultura, as colonias sdo lisas e amarelas.

As condi¢des 6timas para o desenvolvimento da doenga no campo sio
temperaturas entre 25° e 30°C e alta umidade, com a ocorréncia de chuvas ou
irrigacdo (Watkins, 1981).

Hunter et al. (1968) identificaram 15 racas de Xam quanto aos sintomas
em diferentes variedades de algodoeiro.

Chiavegato (2005), em estudo adaptado de Cia & Fuzatto (1999) sobre a
importancia potencial de doencas do algodoeiro nos principais estados produtores
do Brasil, entre os anos de 1999 a 2005, constatou que a mancha-angular, antes
considerada apenas medianamente importante em alguns estados produtores,
tornou-se de grande importdncia num periodo relativamente curto de tempo,

demandando medidas efetivas de controle.

2.3 Disseminacao e transmissao

Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum estd associada as sementes,
tanto interna como externamente (Brinkerhoff & Hunter, 1963), o que favorece

sua sobrevivéncia e disseminagdo, uma vez que sementes sdo propagulos que



apresentam maior potencial de viabilidade no tempo, em comparac¢do com outras
partes vegetais de propagacdo (Machado, 1988).

No campo, a disseminacdo do indculo ocorre em razdo de chuvas
acompanhadas por ventos fortes. Essas condi¢cdes favorecem também a infecgao,
pois provocam encharcamento dos tecidos do hospedeiro e injirias mecanicas,
facilitando a penetracdo. Outro importante fator no desenvolvimento de epidemias
¢ a temperatura, que tem grande influéncia na manifestacdo dos sintomas, mesmo
em variedades resistentes (Cia & Salgado, 1997).

Sob condi¢des ambientes favordveis, Xam penetra nas folhas através dos
estdmatos ou hidatédios, ou pode sobreviver saprofiticamente na superficie de
folhas jovens até que as condi¢des ambientais sejam favoraveis a sua penetragdo
(Allen, 2006). Nas lesdes, o exsudato bacteriano fica na superficie foliar para
posterior dispersdo. No momento em que as magas infectadas e maduras se abrem
e recebem a dgua da chuva antes da colheita, o patdgeno se associa as sementes.
Estas poderdo armazenar a bactéria para iniciar a infec¢do primdria em mudas
jovens na estacdo seguinte (Watkins, 1981).

Os sintomas da mancha-angular desenvolvem-se a temperatura média de
25°C e umidade relativa de 85%. O vento e as chuvas de granizo aumentam a
severidade da doenga significativamente.

A bactéria pode sobreviver por varios anos associada as sementes ou em
residuos infectados, como folhas, caules e capulhos, de colheitas anteriores,
condi¢des nas quais é resistente a dessecacdo, calor seco e radiacdo solar. A
sobrevivéncia em residuos de colheita é favorecida por condi¢cdes de tempo seco.
A bactéria pode provocar lesdes nos cotilédones durante a germinacdo da
semente. A associagdo com as sementes permite sua dispersdo por longas
distancias e introducio, incluindo novas ragas, em novas dreas, paises e campos

(Allen, 2006).



2.4 Deteccdo e identificacdo de bactérias fitopatogénicas em sementes

De acordo com Schaad (1989), métodos utilizados para a deteccdo de
bactérias em sementes devem ser eficientes e seguros, ja que o nivel de infestacdo
e/ou infecgdo tende a ser baixo.

Meios semisseletivos foram descritos para detec¢do de Xam em sementes
de algoddo. O meio desenvolvido por Mehta et al. (2005) é recomendado para o
plaqueamento direto das sementes, enquanto o de Soares (2006) e Barbosa (2007)
€ para o plaqueamento de extratos de sementes ndo trituradas e o de Dezordi
(2006), para extratos de sementes trituradas. Entretanto, o plaqueamento em
meios de cultura semisseletivo é um processo lento e trabalhoso, que pode levar
até 6 dias para apresentar resultados (Tebaldi et al., 2007).

Com o avango da biotecnologia, vdrias técnicas moleculares tém sido
utilizadas em procedimentos de detec¢io, no intuito de rapidamente diagnosticar e
caracterizar o patdgeno (Louws et al., 1999).

Recentemente, foram publicados trabalhos testando a eficiéncia de sondas
de DNA especificas na detec¢do de X. axonopodis pv. passiflorae (Gongalves et
al., 2002) utilizando diretamente o DNA da fitobactéria, imunofluorescéncia em
extratos de sementes para X. axonopodis pv. malvacearum (Chitarra, 2006;
Barbosa, 2007) e avaliacdo da regido espacadora 165-23S DNAr como marcador
molecular para a diferenciacdo de Acidovorax avenae subsp. cattleyae e
Burkholderia gladioli pv. gladioli, ambas patogénicas a orquideas (Corréa et al.,
2007). A aplicagdo da técnica de hibridizagdio DNA-DNA, associada ao sistema
Biolog, testes bioquimicos e andlise do perfil de dcidos graxos em 183 diferentes
isolados de Xanthomonas, permitiu a Vauterin et al. (1995) a proposicdo de uma

nova classificagio para o género.



Métodos baseados em “Enzyme linked immunosobent assay”, ou ELISA,
podem ser ferramentas adicionais na detec¢do de bacterioses (Gutiérrez, et al.,
1998). Anticorpos policlonais foram utilizados na identificacdo de Xanthomonas
albilineans (Comstock & Irey, 1992) e X. fragariae (Opgenorth et al., 1996),
embora estes udltimos autores tenham observado reagdes-cruzadas do anticorpo
policlonal para X. fragariae com outros patovares de Xanthomonas campestris.

Dentro do genoma de diversas bactérias existem sequéncias repetitivas
conservadas chamadas sequéncias extragénicas palindromicas repetitivas (REP),
sequéncias repetitivas intergénicas consenso de enterobactérias (ERIC) e
elementos BOX. A andlise de rep-PCR foi desenvolvida com base na observacdo
da ocorréncia dessas sequéncias repetitivas (Versalovic et al., 1991).

Trés primers sdao comumente usados para andlise rep-PCR
fingerprinting, correspondendo as sequéncias ERIC, REP e BOX. Os protocolos
s@o denominados ERIC-PCR, REP-PCR e BOX-PCR, respectivamente e, quando
utilizados coletivamente, rep-PCR (Louws et al., 1999). Estes primers sao
designados para amplificar a regido entre dois elementos repetitivos adjacentes,
entretanto, pode ocorrer o anelamento do primer a outras sequéncias de DNA
homoélogas (Gillings & Holley, 1997). A técnica de rep-PCR tem sido muito
utilizada na identificacdo de fitobactérias, diferenciacio de isolados e em estudos
sobre a diversidade genética de fitopatégenos (Opgenorth et al., 1996; Louws et
al., 1999; Trindade et al., 2005; Barbosa, 2007; Tegli et al., 2002).

A técnica de amplificacdo enzimdtica direcionada por primers de DNA,
ou reacdo da polimerase em cadeia (PCR), tem sido cada vez mais utilizada como
rotina em laboratérios de diagnose, na deteccdo de algumas fitobactérias em
plantas e sementes (Deuner, 2007).

Segundo Louws et al. (1999), especificidade € a habilidade em identificar

o patégeno de interesse, na auséncia de falsos positivos, quando este ndo estda



presente ou na auséncia de falsos negativos, quando estd presente. Em métodos
baseados em PCR, especificidade depende das condicdes de amplificacdo e da
selecdo de primers (Louws et al., 1999; Schaad et al., 2001). Alguns trabalhos
foram publicados, evidenciando a eficiéncia do uso de primers especificos na
deteccdo de Xanthomonas (Halfeld-Vieira et al., 2001; Gongalves & Rosato,
2002) e outros géneros de fitobactérias (Leite Junior et al., 1994; Maes et al.,
1996; Guimardes et al., 2001; Tegli et al., 2002).

A correta detecg@o e identificagdo do agente causal de uma doencga é fator
essencial para se evitar a sua introdug¢do em novas dreas de cultivo, bem como na

adocao de préticas eficientes de controle (Schaad et al., 2001).

3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado nos laboratérios de Bacteriologia e Virologia
Vegetal e em casa de vegetacdo do Departamento de Fitopatologia, na

Universidade Federal de Lavras (DFP/UFLA).

3.1 Origem e obtencao dos isolados de Xanthomonas
Os isolados de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum utilizados,
descritos na Tabela 1, foram repicados e/ou isolados em meio de cultura 523 de

Kado & Heskett (1970).



pv.

TABELA 1 Origem dos Isolados de Xanthomonas axonopodis
malvacearum.

Isolado Hospedeiro Ano
IBSBF 555' Gossypium hirsutum 1985
IBSBF 1038’ Gossypium hirsutum 1993
IBSBF 1153' Gossypium hirsutum 1995
IBSBF 1562' Gossypium hirsutum 2001
IBSBF 1733'* Gossypium hirsutum 1958
IBSBF 1779' Gossypium hirsutum 2002
IBSBF 1880' Gossypium hirsutum 2003
IBSBF 1913' Gossypium hirsutum 2003
IBSBF 1953' Gossypium hirsutum 2004
IBSBF 1954' Gossypium hirsutum 2004
IBSBF 2003' Gossypium hirsutum 2003
IAPAR 13601° Gossypium hirsutum 2002
IAPAR 13858 Gossypium hirsutum 2002
IAPAR 11999° Gossypium hirsutum 1997
IAPAR 15219° Gossypium hirsutum 2002
UFLA 5100 Gossypium hirsutum 2005
UFLA 6200 Gossypium hirsutum 2003
UFLA 1101 Gossypium hirsutum 2005
UFLA 1102 Gossypium hirsutum 2006
UFLA 6500 Gossypium hirsutum 2006

'TIsolados provenientes da Colecio de Culturas do Laboratério de Bacteriologia Vegetal,
do Instituto Biol6gico — Curador Dr. Julio Rodrigues Neto, *Isolado Tipo
? Isolados doados pelo pesquisador Rui Pereira Leite Junior, do IAPAR.

Para a confirmacdo da patogenicidade, foram preparadas as suspensdes

de todos os isolados, a partir de coldénias com 24 horas de crescimento em meio

523, na concentracio ajustada para 10° UFC/mL. As suspensdes foram

inoculadas em plantas de algoddo da cultivar suscetivel Deltapine Acala 90, com
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o segundo par de folhas definitivas, por aspersdo na superficie abaxial das folhas,
com um pulverizador manual. As plantas foram colocadas em camara imida 24
horas antes e depois de inoculadas, sendo, posteriormente, levadas para casa de
vegetacdo. As avaliagdes iniciaram-se uma semana apds a inoculacdo,
verificando-se a presenca ou nao dos sintomas caracteristicos da mancha angular.
Ap6s o aparecimento dos sintomas, as folhas sintomdticas foram herborizadas
para a preservacdo do inoculo, o qual foi também reisolado em meio 523 e
preservado em dgua mineral autoclavada e em meio peptona glicerol (Lazo &

Gabriel, 1987) a -80°C.

3.2 Extracao do DNA

Para a extracdo do DNA, utilizou-se uma versdo modificada da metodologia
descrita por Ausubel et al. (1987). Aliquotas de 2,0 mL de suspensdo bacteriana
cultivada em meio liquido 523 (Kado & Heskett, 1970), por 48 horas, a 28°C,
sob agitacdo, foram centrifugadas a 12.000 rpm, por 2 minutos e os pellets
ressuspendidos em solu¢do contendo 567 uL. TE (10 mM Tris-HCI, pH 7,6, 1
mM EDTA), 30 uL de SDS (10% p/v) e 3 pL de proteinase K (20 mg/mL). Os
tubos foram incubados em banho-maria, a 37°C, por 1 hora. Ao contetido dos
tubos foram adicionados 100 puL de NaCl 5M, seguindo-se de agitacdo em
agitador orbital tipo vortex. Adicionaram-se 80 pPL de CTAB/NaCl (4,1g de
NaCl e 10 g de CTAB, em 100 mL de 4gua), seguindo-se de agitagdo. Os tubos
foram, entdo, incubados em banho-maria, a 65°C, por 10 minutos e, a seguir, a
temperatura ambiente, adicionaram-se 550 UL de cloroférmio:alcool isoamilico,
24:1, seguido de centrifugac@o, a 12.000 rpm. por 5 minutos. Apds este processo,
transferiu-se o sobrenadante para novo tubo, medindo-se o volume. Nesta etapa
adicionou-se igual volume de fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico, 25:24:1,

seguido de agitagdo em vortex e centrifugacdo a 12.000 rpm, por 5 minutos.
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Adicionaram-se 0,6 volumes de isopropanol, misturando-se gentilmente até a
precipitac@o do DNA; centrifugou-se, a 12.000 rpm, por 2 minutos, descartando-
se, em seguida, o sobrenadante e lavando-se o pellet com 1 mL de etanol 70%.
Centrifugou-se novamente, a 12.000 rpm, por 5 minutos, retirou-se o
sobrenadante e procedeu-se a secagem a vdcuo do precipitado. O pellet foi

ressuspendido em 30 puL de TE e armazenado a 4°C.

3.3 ERIC PCR

A utilizagio do primer ERIC foi definida com base nos trabalhos de Barbosa
(2007) que, utilizando a técnica de rep-PCR e os mesmos isolados aqui
empregados, observou que, embora a técnica fosse efetiva para todos os isolados
de Xam e para outras espécies analisadas, a amplificagdo via PCR utilizando o
primer REP apresentou o ntimero de padrdes de bandas em cada isolado de Xam
significativamente menor se comparado ao primer ERIC. Desse modo, optou-se
por esse primer para se ter maior pardmetro de comparagdo com 0s outros
géneros e espécies utilizados.

Os primers ERICIR (5'ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC3'), ERIC2
(5'AAGTAAGTG-ACTGGGGTGAGCG3')  (Opgenorth et al, 1996),
sintetizados pela empresa Invitrogen Brasil Ltda., foram utilizados na
amplificacdo de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum. A reagdo foi
realizada em volume de 50 pL, contendo 10,0 pL de Buffer 5X; 3,0 pL de MgCl,
(25 mM); 1,0 pL de dNTP (10 mM); 2,5 pL de cada primer; 28,75 puL de dgua
ultrapura autoclavada, 0,25 pL de Go Taq® Flexi DNA Polymerase (Promega) e
2,0 uL de DNA. A amplificagio foi realizada em termociclador PTC-100™
(Programmable Thermae Controller, MJ Research, Inc.), com as seguintes
etapas de amplificagdo descritas por Opgenorth et al. (1996): desnaturacao inicial

a 95°C, por 6 minutos; 35 ciclos constituidos de desnaturagéo, a 94°C, por 1
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minuto, anelamento, por 1 minuto, a 52°C e extensdo, a 65°C, por 8 minutos,
com um ciclo final de extensdo, a 68°C, por 16 minutos. O produto amplificado
foi visualizado em gel de agarose 1%, em tampdo TBE 0,5% e corado com
GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). O marcador utilizado foi 1 Kb Ladder
(AMRESCO). Também se procedeu a reagdo de amplificac@o utilizando-se o
primer ERIC para: isolados de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis;
Candidatus Liberibacter americanus; C. L. asiaticus; Pantoea spp;
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens; Pseudomonas syringae pv.
tomato; Pectobacterium spp. e X. axonopodis pv. phaseoli.

Fundamentado na amplificac@o positiva do DNA dos 19 isolados de Xam
utilizando-se o primer ERIC, foram sugeridos 3 isolados de Xam (IAPAR 15219,
UFLA 1102 e UFLA 5100) para serem purificados, clonados e sequenciados.

3.4 Purificacio dos produtos da PCR

O produto da amplifica¢do utilizando-se o primer ERIC foi visualizado em
gel de agarose a 1% e fragmentos de DNA de, aproximadamente, 935, 348, 244
pb, obtidos dos isolados IAPAR 15219, UFLA 1102 e UFLA 5100, foram
cortados do gel e purificados utilizando-se o kit de purificacdo (Promega). As
etapas da purificacdo foram realizadas de acordo com as indicagdes do
fabricante, consistindo na dissolu¢do do gel, filtragem, duas lavagens do filtro
com etanol e eluicdo do DNA em 4dgua livre de nuclease.

A escolha dos fragmentos de cada isolado citados anteriormente foi feita com
base na comparagdo do padrdo de bandas apresentado pelos isolados de Xam e
outros géneros e espécies, sendo escolhido o fragmento dos isolados de Xam que

ndo se repetiam nos outros géneros e espécies utilizados.
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3.5 Clonagem e sequenciamento dos produtos da PCR

O DNA purificado foi clonado utilizando-se o Kit de clonagem pGEM®-T
Easy Vector (Promega) conforme instrugdes do fabricante. Foram utilizados
fragmentos de DNA purificado de, aproximadamente, 935, 348, 244 pb. Célula
competente de Escherichia coli DH5ac foi transformada, adicionando-se 2 pL. da
reacio de ligacdo (5 pL 2X Rapid Ligation Buffer; 1 uL pGEM®-T Easy Vector;
1 uL T4 DNA ligase; 2 pL produto da PCR e 1 pL H,O deionizada), seguido de
incubagdo dos tubos por 30 minutos no gelo e choque térmico por 30 segundos a
42°C. Novamente os tubos foram colocados no gelo por 5 minutos. Ao contetido
dos tubos foram adicionados 280 pL. de meio liquido SOC (2 g triptona; 0,5 g
extrato de levedura; 1 mL NaCl 1M; 0,25 mL KCI1 1M; 97 mL de dgua destilada;
ImL de glicose 2M, filtrado e 1 mL Mg2+ 2M, filtrado). Levou-se, entdo, para
agitacdo em “shaker” (80 rpm), por 30 minutos, a temperatura de 37°C.

Em placas descartaveis foi vertido meio LB sélido (10 g triptona; 5 g extrato
de levedura; 10 g NaCl; 15 g 4gar, completando-se para 1.000 mL com dgua
destilada) contendo ampicilina (100 mg/mL ). Em seguida, este foi suplementado
com IPTG (isopropylthio-p-D-gactoside) e X-GAL (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
B-D-galactoside), espalhando-se até a secagem e armazenou-se a 37°C.

Posteriormente, fez-se o plaqueamento das células transformadas e
incubaram-se as placas a 37°C, por 18 horas. Apds a incubacio, realizou-se a
multiplica¢do das coldnias transformadas, ou seja, colonias que, provavelmente,
continham o inserto (coldnias brancas), em meio LB liquido com ampicilina (10 g
triptona; 5 g extrato de levedura; 10 g NaCl; completando-se para 1000 mL com
dgua destilada). Estes tubos foram incubados novamente sob agita¢@o (80 rpm), a
37°C, por 18 horas. Decorrido esse tempo, fez-se a extracdo do DNA plasmidial,
pelo método da lise alcalina; 1,5 mL das culturas crescidas overnight foi

transferido para microtubos, que foram centrifugados, a 12.000 rpm, por 10
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segundos. Descartando-se o sobrenadante, o pellet foi ressuspendido, agitado em
vortex e foram adicionados 300 uLL TENS buffer, seguido de agitagdo em vortex.
Em seguida, adicionaram-se 150 uL de NaOAc 3M, centrifugou-se por 3
minutos, descartou-se o pellet e adicionaram-se 5 pL. de RNAase A, incubando-
se, a 37°C, por 30 minutos. Ao contetido dos tubos adicionaram-se 200 pL de
PCI (fenol: cloroférmio:dlcool isoamilico), na propor¢ao 25:24:1, agitou-se em
vortex e centrifugou-se, por 5 minutos, a 12.000 rpm. Apds este processo, 0O
sobrenadante foi transferido para novos tubos e a estes se adicionaram 900 pL de
etanol absoluto (EtOH 95%) gelado, seguindo-se de agitacdo em vortex e
centrifugacdo, a 12.000 rpm. por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante, lavou-
se o pellet com 300 pL de etanol 70% e secou-se o precipitado a vacuo. O pellet
foi ressuspendido em 30 pL de 4gua ultrapura autoclavada. A presenca do insert
nos plasmideos purificados foi verificada com a digestdo por enzima de restri¢do
(EcoRlI), de acordo com as indicagdes no kit de clonagem.

O DNA clonado foi sequenciado pela empresa Macrogen, na Coreia do Sul.

As sequéncias de nucleotideos dos fragmentos de DNA obtidas de cada
isolado foram comparadas entre si e com outras sequéncias disponiveis no
“GenBank”, utilizando-se os programas BLAST (Altschul et al., 1997) e
CLUSTAL W (Thompson et al., 1994).

A partir das sequéncias foram desenhados primers especificos para Xam. Os

primers foram sintetizados pela empresa Oligonet, em Gaithersburg, Maryland.

3.6 Teste de especificidade dos primers
A especificidade dos primers foi testada com a amplificacdo dos DNAs
gendmicos extraidos. Primeiramente, foram testados os isolados de Xam e,

posteriormente, os de outras espécies e géneros pertencentes a colecdo do
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Laboratdrio de Bacteriologia do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras, nas condigdes descritas anteriormente.

A reag@o de PCR foi realizada em volume total de 50 pL, contendo 5,0
uL de Buffer 5X; 3,0 pL. de MgCl, (25 mM); 1,0 pL. de dNTP (10 mM); 1,0 uL
de cada primer; 35,5 pL de dgua ultrapura autoclavada, 0,5 uL. de Taqg DNA
Polimerase (Phoneutria) e 3,0 uL. de DNA.

As condicdes da reacio foram: 1 ciclo de desnaturagio, a 95°C, por 2
minutos; 25 ciclos a 95°C, por 1 minuto; 58°C por 1 minuto, 72°C, por 2 minutos
e extensdo final a 72°C, por 5 minutos. Os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese e, posteriormente, visualizados em gel de agarose 1%

corado com GelRed.

3.7 Sensibilidade da técnica PCR utilizando-se primers especificos para Xam
A sensibilidade da técnica utilizando os primers XMAL970-2F/1R foi
avaliada por meio de diluigdes em série (100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg,
100 fg, 10 fg e 1 fg) do DNA gendmico de Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum, isolados IBSBF 1880 e IAPAR 13601. O produto da PCR foi

visualizado em gel de agarose a 1% e corado com GelRed.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 20 isolados de Xam inoculados em plantas de algoddo, 19 foram
positivos quanto a patogenicidade, ou seja, apds a inoculagio, surgiram sintomas
caracteristicos da doenca. Apenas o isolado IBSBF 1953 ndo apresentou
patogenicidade e ndo foi utilizado nos demais experimentos.

A utilizacdo do primer ERIC levou a amplificacdo de diversos
fragmentos a partir do DNA gendmico dos isolados de Xam e de outras bactérias
fitopatogénicas, pela técnica PCR. Os padrdes de banda obtidos com o uso desse
primer foram semelhantes para os isolados de Xam, com pequenas variagdes e

diferentes de outros géneros e natovares de Xanthomonas testados (figura 1)

12’ R LANEREA LT L2010 11402.13.14,.15 16 1718

—_— Ay

FIGURA 1 Gel de agarose dos produtos da PCR utilizando o primer ERIC.(1) DNA
Marcador 1Kb ladder; (2-7) isolados de Xam: UFLA 6200, IBSBF 555,
UFLA 1102, IBSBF 1913, IBSBF 1153, IBSBF 1880; (8) C. michiganensis
subsp. michiganensis; (9) Candidatus Liberibacter americanus; (10) C. L.
asiaticus; (11-12)  Pantoea spp; (13-14) C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens; (15) Pseudomonas syringae pv. tomato; (16)
Pectobacterium spp.; (17) X. axonopodis pv. phaseoli; (18) dgua ultrapura.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Opgenorth et al. (1996) e Tegli
et al. (2002) que utilizaram esse mesmo primer para a amplificacdo do DNA de
isolados de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e de Xanthomonas fragariae,
respectivamente.

Como se pode observar, nas bandas da Figura 1, trés dos fragmentos,
contendo 244pb, 348pb e 935pb, apareceram em todos os isolados de Xam
estudados, mas ndo nos demais géneros e espécies de bactérias testadas. Isso
indicou a possibilidade de se desenhar primers que fossem especificos para Xam
e que gerassem um menor nimero de bandas que o obtido pelo ERIC, facilitando
a diagnose dessa bactéria.

Essas bandas foram, entdo, purificadas e sequenciadas, e o resultado pode
ser visto nas Figuras 2, 3 e 4. A partir dos alinhamentos das sequéncias, foram
desenhados os primers para Xam (XMAL213-1F, XMAL213-1R, XMAL327-
1F, XMAL327-1R, XMAL970-1F, XMAL970-2F, XMAL970-1R e XMAL970-

2R) que estdo indicados pelas setas.

Fragmento de 244 pb
XMAL213-1F

Xam GAGCGTCCGTCGCGAEXCGTTGGACGACTTGGAAACCGATGTGCAAGCCGGTGGGGCGCT 77
I

X. citri GAGCGTCCGTCGCGACACGTTGGACGACTTGGAAACCGATGTGCAAGCCGGTAGGGCGCT 7990

Xam ACTCCATTGCACGCTCGCTTGGCATAGGTGCATTGCGTGTGGGTATGCCAGGCGCTGTGC 137
I R A

X. citri ACTCCATTGCACGCTCGCTTGGCATAGGTGCATTGCGTGTGGGTATGCCAGGCGCTGTGC 8050

Xam CTGAGACATCTGCATCAAGCGAGCGCATTGGCGTGCGCGTTCGCCAACGCCCCTGCCATT 197
I R

X. citri CTGAGACATCTGCATCAAGCGAGCGCATTGGCGTGCGCATTCGCCAACGCCCCTGCCATT 8110

XMAL213-1R

Xam TGACGCATGACTTTCAGGCCAGGCCCGATGCCTGCAGTCTCGCTCAC 244
R

X. citri TGACGCATGACTTTCAGGCCAGGCCCGATGCCTGCAGTCTCGCTCAC 8157

FIGURA 2 Localizagio dos primers XMAL213-1F e XMAL213-1R no alinhamento das
sequéncias parciais de DNA dos fragmentos amplificados com o primer
ERIC dos isolados de Xam, IAPAR 15219 ¢ UFLA 1102, com X.
axonopodis pv. citri.
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Fragmento de 348 pb

XMAL327-1F
Xam GGTGAGCGTGGCGGTGAAAGGCAGATGCACCTCGARATGACGCAGCCATTGGAAGTTICGG 62
R R LR R AR AR R RN RN AR
X. citri GGTGAGCGTGGCGGTGARAGGCAGATGCACCTCGAARATGACGCAGCCATTGGAAGTTCGG 6263
Xam GTCCACGTCCGGCAGCGGCATGTCCACCGAATAATTCGCCACGGTGCTCAGGTAGTCGGC 122
RN NN R RN R RN AR RN R RN NR RN
X. citri GTCCACGTCCGGCAGCGGCATGTCCACCGAATAATTCGCCACGGTGCTCAGGTAGTCGGC 6323
Xam ATTGAAGCCGGTCGGCGTTTCGGTGGCGGTGTAGGCCGGCACTTCGCGCTTGTCCGGCTG 182
RN RN RN N R AR RN RN AR RN RN AR
X. citri ATTGAAGCCGGTCGGCGTTTCGGTGGTGGTGTAGGCCGGCACTTCGCGCTTGTCCGGCTG 6383
Xam GGCGAAGGTGGCGGTGTGCACGAAGGCGAAATGCGCCACGTCGATGAAGCCTTCCAGCTG 242
RN NN R R RN RN R RN RN RN AR NR RN
X. citri GGCGAAGGTGGCGGTGCGCACGAAGGCGAAATGCGCCACGTCGATGAAGCCTTCCAGCTG 6443
Xam GCGCGCGGCGCTGCCGCCGATGTCGAAGGCCGGGCACACGATCTGCTGGAAGCCGACTTC 302
RN RN R RN RN R RN AR RN AR RN
X. citri GCGCGCGGCGCTGCCGCCGATGTCGAAGGCCGGGCACACGATCTGCTGGAAGCCATCTTC 6503
XMAL327-1R
<«
Xam GTCCCAGCCCGGCATCGGCGGGATCTGGATGTCCGCATCGCTCACC 348
FEUTE T T T T T
X. citri GTCCCAGCCCGGCATCGGCGGGATCTGGATGTCCGCATCGCTCACC 6549

FIGURA 3 Localizagio dos primers XMAL327-1F e XMAL327-1R no alinhamento das
sequéncias parciais de DNA dos fragmentos amplificados com o primer
ERIC do isolado de Xam, UFLA 1102, com X. axonopodis pv. citri.

Fragmento de 935 pb
XMAL970-2F

Xam GTAAGC--TCCTGGGGATTCACGATGGCGCCAGCGATGGCATTTCTTGAAGAGCGAGCCG 59
FEEEEE bt v e e e e e e e e e e e e e e

X. citri GTAAGCGATCCTGGG—ATGCACGATGGCGCCAGCGATGGCATTTCTTGAAGAGCGAGCCG 1179

XMAL970-1F

Xam CAGAGTCTCAATGATCTCCATAGGACGGCGATTGGTATTCCAAAGTGCAGCGACGTAACG 119
FEEEETEEEEr et e e e e e e e e e e e e e e e e e

X. citri CAGAGTCTCAATGATCTCCATAGGACGGCGATTGGTATTCCAAAGTGCAGCGACGTAACG 1239

Xam TCTGCCTTGGTGTTCCCTGCGCGAGTAACAACCCGGGACTGCCCAGACTTCGATGATCTT 179
FEEEETEEEEr et e e e e e e et e e e e

X. citri TCTGCCTTGGTGTTCCCTGCGCGAGTAACAACCCGGGATTGCCCAGACTTCGATGATCTT 1299

Xam GAAAATGATGGGTTCCAACCTAGACGATGCCTGCAGTGAGCGCCGGCCCCTCGCGGCCAG 239
(AN R R R R R R R

X. citri GAAAATGATGGGTTCCAACTCAARACGATGCCTGCAGTGAGCGCCGGCCCCTCGCGGCCAG 1359

Xam TGCAGGCGGTCGGCAATGACCAGGGCC-AGGATCAACATCGTCCAACGGCATCAAGCAAG 298
FEEEETEEErr et e rer e trr e e e e e e e e e

X. citri TGCAGGCGGTCGGCAATGACCGGGGCCCAGGATCAACATCGTCCAACGGCATCAAGCAAG 1419
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Xam

X. citri

Xam

X. citri

Xam

X. citri

Xam

X. citri

Xam

X. citri

Xam

X. citri

Xam

X. citri

Xam

X. citri

Xam

X. citri

Xam

X. citri

Xam

X. citri

XMAL970-2R
+—

AATGTCGCTGTATCGTAGGTCGTGTGGCCAGCGCTAGAGCAACTTTGCCAGCGCCCACAA

[EERRREE R R R R R R R R RN R R AR RN R
AATGTCGCTGTATCGTAGGTCGTGTGGCCAGCGCTAGAGCAACTTTGCCAGCGCCCACAA

ATGCCGCACCAACGGTGTGGTTTCCAATCCACCCGGCGCGGCGGCCAGGGCCAGTCGCGC
[EERRREE R R R R R R R R RN R R AR RN R
ATGCCGCACCAACGGTGTGGTTTCCAATCCACCCGGCGCGGCGGCCAGGGCCAGTCGCGC

CAGCGGCATATGGCCTTCGATATCCAGATAGCGCACGCCGGGCCGCTGCAGCTGCGCGGT

[EERRREE R R R R R R R R RN R R AR RN R
CAGCGGCATATGGCCTTCGATATCCAGATAGCGCACGCCGGGCCGCTGCAGCTGCGCGGT

GGAGGCGGGCACCACCGGAACCCCCAGCTCGGCGGCTACCAGATTGATGATGGACGACAT

FEEEEEEEr et e e e e e e e e e e e e e e e e e
GGAGGCGGGCACCACCGAAACCCCCAGCTCGGCGGCTACCAGATTGATGATGGACGACAT

CTGCGGCGCCTCCTGGGTGATGCGCAAGGTCACGCCGGAGTCGCGGCAGGCGGCAAGGAT

FEETEEEEE et e et e e e e e e e e e e e e e e ettt
CTGCGGCGCCTCCTGGGTGATGCGCAAGGTCACGCCGGAGTCGCGGCAGGCGGCGAGGAT

TTCGTCGTACAGGCTCGAGCCGAAACTGCGCGGAAACAGGATAAAGGGCTCGCCGGCCAG

AR R R R R R R RN R R AR RN R
TTCGTCGTACAGGCTCGAGCCGAAACTGCGCGGAAACAGGATAAAGGGCTCGCCGGCCAG

TGCCGCCAACGGCGCGCTGTTGCGCGTGGCCAGGGGATGCGCGGCCGGCACGGCGATCTT
FEEETEEEEE et e e e e e ettt e e e et e
CGCCGCCAACGGCGCGCTGTTGCGCGTGGCCAGGGGGTGCGCGGCCGGCACGGCGATCTT

CATCGGCTCGTCGGCAAAGCGCAGCAACTGCAAATCCGCTGGCGTGCTCAGCCCATAGCG

FEETEEEEE et r e e e e e et et e e et e e e
CATCGGCTCGTCGGCAAAGCGCAGCAACTGCAATTCCGCTGGCGTGCTCAGCCCATAGCG

CACGAACGCTGCATCCAGACGGCCATCGGCCAGCCCGACCAGCAGGCTGGCGGTATTGGT

FEETEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e
CACGAACGCTGCATCCAGACGGCCATCGGCCAGCCCGACCAGCAGGCTGGCGGTATTGGT

CTCTTCCAGCAGCAATTCGACCTGCGGCCATTTGCGGCGGAAGTCGCGAATCAGGCGCGG

FEETEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e
CTCTTCCAGCAGCAATTCGACCTGCGGCCATTTGCGGCGGAAGTCGCGAATCAGGCGCGG

CACCACCGGGCTGAAGGCGGCAGAGGCGGTGAATCCC 935

FEETEEEEE et e et e e e
CACCACCGGGCTGAAGGCGGCAGAGGCGGTGAATCCC 2056

XMAL970-1R

358

1479

418

1539

478

1599

538

1659

598

1719

658

1779

718

1839

778

1899

838

1959

898

2019

FIGURA 4 Localizagdo dos primers XMAL970-1F, XMAL970-1R, XMAL970-2F e
XMAL970-2R no alinhamento das sequéncias parciais de DNA dos
fragmentos amplificados com o primer ERIC do isolado de Xam, IAPAR
15219, com Xanthomonas axonopodis pv. citri. *(-)Gaps, sequéncias em
negrito e sublinhadas indicam os primers sintetizados no trabalho

Foram possiveis as seguintes combinagdes: (1)

1F/XMAL970-1R, (2) XMAL970-1F/ XMAL970-2R, 3)
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2F/’XMAL970-1R, (4) XMAL970-2F/’XMAL970-2R, (5) XMAL327-
1F/’ XMAL327-1R, (6) XMAL213-1F/’XMAL213-1R, (7) XMAL970-
2F/XMAL970-1R + XMAL327-1R, (8) XMAL970-2F/ XMAL970-1R +
XMAL213-1R, (9) XMAL970-2F/’XMAL327-1R + XMAL213-1R, (10)
XMAL327-1F/ XMAL327-1R + XMAL213-1R.

O DNA do isolado IBSBF 1562 de Xam foi utilizado na técnica PCR
com as combinagdes de primers descritas anteriormente.

Dentre as combinacdes de primers empregadas, as que apresentaram
melhor resultado, utilizando as condi¢des de ciclo modificado descrito abaixo,
foram as combina¢des 1 (XMAL970-1F/ XMAL970-1R) e 3 (XMAL970-
2F/XMAL970-1R). Essas combinacdes amplificaram fragmentos de tamanhos
esperados de, aproximadamente, 920 e 903 pb, respectivamente. Os primers da
combinacio 1 foram sintetizados com base no genoma de X. axonopodis pv. citri
(Figura 4). Logo, ndo sao especificos para Xam. Desse modo, a combinacéo 3 foi
selecionada para o teste de especificidade.

Os primers XMAL970-2F/1IR utilizados na reacdo de PCR, com
modificacdes no ciclo original descrito na metodologia, apresentaram resultados
positivos para 18 dos 19 isolados de Xam utilizados neste estudo, confirmando os
resultados esperados para uma amplificacdo de, aproximadamente, 903 pb a
partir do DNA de Xam (Figura 5). As condi¢des da reacdo modificada foram: 1
ciclo de desnaturacio, a 95°C, por 2 minutos; 20 ciclos, a 95°C, por 1 minuto;
65°C, por 45 segundos; 72°C, por 1 minuto e extensdo final, a 72°C, por 5

minutos.
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FIGURA 5 Gel de agarose dos produtos da PCR utilizando o primer XMAL970-2F/1R.
(1) DNA Marcador 1Kb ladder; (2-20) isolados de Xam; (21) Xam Isolado
IBSBF 1562, utilizando a enzima GoTaq; (22-23) X. axonopodis pv.
phaseoli; (24) X. axonopodis pv. glycines; (25-26) X. campestris pv.
campestris; (27) X. axonopodis pv. vesicatoria; (28-30) X. campestris pv.
viticola.

Nao houve amplificacdo a partir de DNA extraido de isolados de X.
axonopodis pv. phaseoli, X. axonopodis pv. glycines, X. campestris pv.
campestris, X. axonopodis pv. vesicatoria, Ralstonia solanacearum,
Pectobacterium spp., Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis e
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, quando os primers
XMAL970-2F/1R foram utilizados. Entretanto, a amplificac@o a partir de DNA
extraido de trés isolados de X. campestris pv. viticola (Xcv) (Figuras 5 e 6)
também foi positiva quando os primers XMAL970-2F/1R foram utilizados.

Os produtos de PCR no nimero 5 e 21 foram obtidos a partir do mesmo
isolado, Xam IBSBF 1562. E interessante observar que, no ndmero 5, apareceu
outra banda, com mais de 10.000 pb, notada também nos demais isolados,

enquanto que no nimero 21, em que foi empregada uma Taq DNA polimerase de
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outra origem, apenas uma banda na altura esperada (~903 pb) foi obtida. Isso
demonstra a importincia de se utilizar material de boa qualidade nos trabalhos,

para ndo haver influéncias nos resultados.

1 234 567 8910111213 1415
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FIGURA 6 Gel de agarose dos produtos da PCR utilizando o primer XMAL970-2F/1R.
(1) DNA Marcador 1Kb ladder; (2) isolado de Xam IBSBF 555; (3-4) X.
axonopodis pv. phaseoli; (5) X. axonopodis pv. glycines; (6-7) X.
campestris pv. campestris, (8) X. axonopodis pv. vesicatoria; (9-11) X.
campestris pv. viticola; (12) Ralstonia solanacearum; (13) Pectobacterium
spp.; (14) Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis e (15)
Curtobacterium flaccumfaciens pv flaccumfaciens.

Halfeld-Vieira et al. (2001) também observaram o aparecimento de uma
banda com o mesmo nimero de pares de bases que o esperado na amplificagdo do
DNA de X. axonopodis pv. phaseoli, quando X. axonopodis pv. vitians foi
testada com o par de primers X4c e X4e (Audy et al., 1996), considerado
especifico para X. axonopodis pv. phaseoli, o que sugere existir identidade entre

estes patovares, na regiao amplificada, com o mesmo niimero de pares de bases.
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O presente estudo demonstra haver também identidade entre Xam e Xcv,
na mesma regido do genoma utilizada na confeccdo destes primers. O fato foi
confirmado quando se utilizaram os primers XcvlF/Xcv3R, desenvolvidos por
Trindade et al. (2007), especificos para Xcv, na amplificacdo dos DNAs de Xam
(IBSBF 1880 e IAPAR 13601) e de X. campestris pv. viticola, ocorrendo a
amplificac@o positiva tanto na concentracido de 100 quanto na de 10 ng de DNA

extraido (Figura 7).

~240pb
200pb

FIGURA 7 Gel de agarose dos produtos da PCR utilizando o primer Xcv1F/Xcv3R. (1)
DNA Marcador 1Kb ladder; (2-3) Isolado Xam IBSBF 1880; (4-5) isolado
Xam TAPAR 13601; (6-7) X. campestris pv. viticola; (2, 4 e 6) 100 ng de
DNA; (3,5 e 7) 10 ng de DNA.

Embora Xam e Xcv apresentem as mesmas bandas quando seus DNAs
sdo amplificados a partir dos primers XMAL970-2F/1R, essas bactérias podem ser
diferenciadas em andlises de rotina, pois, apesar do género Xanthomonas ter
como caracteristica a produ¢do de xantomonadinas, um pigmento que confere
colorag@o amarela as colOnias, normalmente, os isolados de X. campestris pv.
viticola apresentam coloracdo branca. Outros pontos a serem considerados € que

esses isolados ndo ocorrem no mesmo hospedeiro.
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Quando se utilizou o DNA do isolado IBSBF 1733, nimero 6 (Figura 5),
com o ciclo ajustado para a temperatura de anelamento de 65°C, ocorreu uma
fraca amplificag@o, produzindo um fragmento de, aproximadamente, 2000 pb,
ndo caracteristico. Halfeld-Vieira et al. (2001) observaram que a reducdo da
temperatura de anelamento para 45°C gerou a amplificacdo de uma banda ndo
caracteristica em isolados de X. axonopodis pv. phaseoli.

O limite de deteccdo dos primers XMAL970-2F/1R para os isolados de
Xam foi de 10 ng (Figura 8). Os primers XcvlF/Xcv3R apresentaram maior
sensibilidade, permitindo a deteccdo de Xanthomonas campestris pv. viticola a
partir de 1 pg do DNA (Trindade et al., 2007). Tegli et al. (2002) também

detectaram C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens a partir de S5pg de DNA.

34 56 7 8 91011 12 1314 15 16 17 18 19

FIGURA 8 Gel de agarose dos produtos da PCR utilizando o primer XMAL970-2F/1R.
Diliui¢des em série: (2) 100ng; (3) 10ng; (4) 1ng; (5) 100pg; (6) 10pg; (7)
1pg; (8) 100fg; (9) 10fg; (10) 1fg; (11) 100ng; (12) 10ng; (13) 1ng; (14)
100pg; (15) 10pg; (16) 1pg; (17) 100fg; (18) 10fg; (19) 1fg; (2-10) isolado
de Xam IBSBF 1880; (11-19) isolado de Xam IAPAR 13601; (1) DNA
Marcador 1Kb ladder.
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5 CONCLUSAO

Os primers XMAL970-2F/1R sdo eficientes para a deteccio de
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum por meio da técnica PCR,
permitindo a amplificacdo de uma banda de, aproximadamente, 903pb.

A técnica PCR ¢é capaz de detectar Xam a partir de 10 ng de DNA,
quando se emprega o par de primers desenhado XMAL970-2F/1R.
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