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CARACTERIZACAO DA VARIABILIDADE GENETICA EM ISOLADOS DE
Xanthomonas albilineans ORIUNDOS DE DIFERENTES REGIOES DO BRASIL

RESUMO - Xanthomonas aliblineans € um importante patdgeno da cana-de-acucar,
causando grandes perdas na producdo. Este trabalho teve como objetivos o
desenvolvimento de um antissoro especifico para X. albilineans bem como a
caracterizacdo molecular e fenotipica de um banco de isolados de diferentes regides do
Brasil. O antissoro foi produzido a partir da imunizacdo de coelhos da raca Nova
Zelandia, utilizando com antigeno, o isolado 2256 utilizado neste trabalho. Os isolados
foram obtidos de canas sintomaticas, coletadas a campo, utilizando-se meio de cultura
seletivo XAS. “Simple Sequence Repeats” - SSRs obtidas a partir da analise do genoma
de X. albilineans foram utilizadas para o desenho de 15 “primers”, e o polimorfismo
avaliado em gel de poliacrilamida corados com nitrato de prata. O antissoro
desenvolvido foi altamente especifico para X. albilineans. Os 15 “primers” amplificaram
um total de 54 alelos polimorficos. A andlise de agrupamento mostrou a existéncia de
variabilidade genética entre os isolados coletados em diferentes estados brasileiros, os
quais foram divididos em trés grupos principais, embora néo foi possivel agrupar esses
individuos por local de coleta. A avaliacdo da patogenicidade mostrou a existéncia de
diversidade patogénica entre os isolados, embora varios deles ndo tenham sido
distinguidos molecularmente pelo marcadores utilizados. Dois alelos foram identificados
como associados a patogenicidade, sendo que um deles, , esta localizado no loco que
codifica a sintese de peptideos ndo ribossomais (non ribosomal peptide synthetase —

NRPS), os quais estdo associados a viruléncia de muitas bactérias fitopatogénicas.

Palavras-chave: Escaldadura das folhas, diversidade genética, dot-blot, microssatélite,
patogenicidade, cana-de-acucar.
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CHARACTERIZATION OF GENETIC VARIABILITY AMONG ISOLATES
OF Xanthomonas albilineans FROM DIFFERENT REGIONS OF BRAZIL

SUMMARY - Xanthomonas albilineans is an important pathogen of sugarcane, causing
important losses in production. This study aimed to develop an antiserum specific for X.
albilineans and the phenotypic and molecular characterization of a set of isolates from
different regions of Brazil. The antiserum was produced from immunizing New Zealand
rabbits, using as antigen, the isolated 2256 used in this work. The isolates were
obtained from symptomatic canes, collected in the field, using selective culture media
XAS. Simple Sequence Repeats - SSRs obtained from the analysis of the genome of X.
albilineans were used to design 15 primers and the polymorphism analyzed on
polyacrylamide gels stained with silver nitrate. The antiserum developed was highly
specific for X. albilineans. The 15 primers amplified a total of 54 polymorphic alleles.
Cluster analysis showed the existence of genetic variability among isolates collected in
different Brazilian states, which were divided into three main groups, although it was not
possible to group these individuals based on collect site. The evaluation showed the
presence of pathogenic diversity among isolates, although many of them have not been
distinguished with the molecular markers used. Two alleles were identified as being
associated with pathogenicity, one of which is located in the site encoding the non-
ribosomal peptide synthetase - NRPS, which are associated with virulence of many
pathogenic bacteria.

Keywords: leaf scald, genetic diversity, dot-blot, microsatellite, pathogenicity,
sugarcane.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

l. INTRODUCAO

A cana-de-acucar é uma das culturas de maior importancia do Brasil, classificando
0 pais como o maior produtor de cana do mundo. E a principal fonte de agucar, além de
fornecer inUmeros subprodutos, tais como bagaco, vinhaca, vinhoto. O Brasil encontra-se
na posicdo de maior produtor mundial de acucar com producdo de 24 milhdes de
toneladas por ano, com 60% da producéo destinada a exportacédo (Apta, 2009). O cultivo
de cana-de-acucar no Brasil também é destinado a producédo do etanol, fazendo do pais
0 maior produtor mundial de etanol, com 14 bilhdes de litros de alcool/ano, sendo o Unico
pais a utilizar o etanol em larga escala como combustivel renovavel e alternativo ao
petréleo (Apta, 2009).

A expansdo do cultivo da cana-de-acucar tem ocorrido de forma ascendente
principalmente devido a valorizagdo do etanol, que é considerado o mais importante dos
combustiveis alternativos, seja no ponto de vista econdmico ou ambiental. No Brasil
estdo reunidas as melhores condicbes em relacdo aos demais paises em termos de
tecnologia, disponibilidade de recursos naturais, clima e solo para o cultivo da cana-de-
acucar (EMBRAPA, 2008). Estima-se que, nos préximos cinco anos, sera necessario
dobrar a producédo de etanol no Brasil para atender a demanda interna e externa. A
obtencdo de novas variedades mais produtivas e tolerantes aos diversos tipos de
estresses é fundamental, resultando no aumento da produtividade e expansdo da
fronteira agricola a regifes antes nao cultivaveis.

No campo, a cana esta sujeita a diferentes tipos de estresses, sejam bidticos ou
abidticos, os quais podem afetar sua produtividade. Dentre as principais doencas que
afetam a producdo da cana-de-acucar, a Escaldadura das Folhas merece grande
destaque. A Escaldadura é uma doenca bacteriana, disseminada mundialmente, que

causa severas perdas na producdo e que ainda pouco se conhece a seu respeito,



portanto, € grande a necessidade de maior investimento em pesquisas e estudos
relacionados a Xanthomonas albilineans, bactéria causadora da Escaldadura.

A variabilidade genética e patogénica de X. albilineans tem sido demonstrada por
pesquisadores de todo o mundo, sendo que estudos da diversidade genética e
patogénica podem auxiliar diretamente nas medidas de controle, bem como nos
programas de melhoramento genético tanto no contexto nacional como internacional
(HUERTA-LARA, 2009). Em paises como o Brasil, onde a cana-de-acucar é cultivada
em grandes extensfes e, portanto, sujeita as mais variadas combinagcbes entre
populacdes de X. albilineans, torna-se extremamente importante conhecer o grau de
diversidade genética deste patdgeno. Essa informacédo é de fundamental importancia
para que os programas de melhoramento ndo corram o risco de lancarem variedades
consideradas resistentes e que, na presenca de variantes mais agressivas do patégeno,
se comportem como suscetivel. Desta maneira, se faz necesséario o conhecimento da
diversidade genética de X. albilineans nas principais regiées produtoras de cana-de-

acucar no Brasil.

ll. REVISAO DE LITERATURA

Escaldadura das folhas

Atualmente j& foram identificadas aproximadamente 216 doencas que atingem a
cana-de-acgucar, das quais 58 foram encontradas no Brasil, sendo que pelo menos dez
podem ser consideradas de grande importancia econémica para a cultura canavieira
(EMBRAPA, 2011).

Dentre as principais doencas que acarretam sérios prejuizos na producdo da
cana-de-agucar em todo o Brasil, a Escaldadura das folhas, causada pela bactéria X.

albilineans merece grande destaque. A Escaldadura das folhas foi registrada pela



primeira vez na Australia em 1911 por North, mas h& grandes indicios de que a doenca
tenha se originado nas llhas Fiji em 1908, ou até mesmo antes (MARTIN & ROBINSON,
1961), pois ha relatos que sugerem a presenca da doenca antes dela ser reconhecida,
sendo confundida com outros distirbios ou em estado latente de infeccao
(JAUFEERALLY-FAKIM et al.,, 2000; ALVAREZ et al.,1995). A causa da doenca foi
descrita em 1920 por Wilbrink em Java (WILBRINK, 1920) e por North na Australia e Fiji
(NORTH, 1926). Logo depois de ser descrita, a doenca foi encontrada nas Filipinas,
llhas Mauricio e Havai (MARTIN & ROBINSON, 1961). Graves prejuizos causados pela
Escaldadura ocorreram nas primeiras décadas do século XX, quando canas nobres
(Saccharum officinarum) foram amplamente cultivadas (ROTT et al., 1994).

No Brasil, a Escaldadura das folhas foi registrada pela primeira vez em 1945
(ARRUDA, 1945), e em 1961 a doenca j& tinha sido registrada em 22 paises produtores
de cana-de-aclcar (MARTIN & ROBINSON, 1961). Em 1967 a Escaldadura das folhas
foi observada pela primeira vez nos Estados Unidos-Flérida (KOIKE, 1968), mas
somente em 1989, quando sua incidéncia e distribuicdo aumentaram rapidamente, foi
dada maior importancia econdémica a doenca (COMSTOCK E SHINE, 1992). A partir de
entdo a Escaldadura foi relatada em diversos paises como Guatemala e México no ano
de 1992 (IRVINE & AMADOR,1993; ORDOSGOITTI et al,1977) e em outros estados
americanos como Luisiana também em 1992(GRISHAM et al., 1993) e Texas no ano de
1993 (ISAKEIT & IRVINE, 1995).

Antes de a doenca ser suficientemente entendida para o implemento efetivo da
quarentena, a bactéria X. albilineans foi mundialmente disseminada por meio de canas-
de-acucar assintomaticas (BIRCH, 2001). Atualmente a Escaldadura das folhas esta
presente em mais de 66 paises causando severas perdas na producdo (ROTT et al.,
2000) e atingido todas as regies canavieiras do mundo, desde a Africa e Asia, até as
Américas e Oceania, possivel regido de origem da doenca (ROTT et al., 1994).

A Escaldadura das folhas é uma das principais e mais severas doencas que
acometem o cultivo da cana-de-aglcar, pois em plantios comerciais que utilizam
variedades suscetiveis, compromete a produtividade, causando baixa germinacdo das

mudas, baixo desenvolvimento das plantas infectadas e reducdo do rendimento em



sacarose. A escassez de informacdes sobre variabilidade genética e patoldgica da
bactéria X. albilineans, € o principal fator que limita o controle da doenca e o

desenvolvimento de variedades resistentes.

Sintomatologia

A expressao dos sintomas da doenca e sua severidade estdo associadas com o
nivel de resisténcia da variedade cultivada, condicdes ambientais e agressividade do
patogeno (LOPES et al., 2001). De uma forma geral, a sintomatologia da Escaldadura,
apresentada em plantas suscetiveis, é caracterizada pelo aparecimento de linhas
brancas (cloréticas) de aproximadamente 1-2 mm de espessura que se localizam
paralelamente a nervura principal da folha, podendo apresentar zonas necroticas,
extensa clorose de folhas emergentes, vermelhiddo vascular, formacao de cavidade em
hastes invadidas, producdo de brotamentos laterais, rapido murchamento e morte da
planta (BIRCH, 2001; PIERETTI et al., 2009; ROTT et al., 2000).

O principal composto que induz a clorose nas plantas € chamado albicidina, que
possui propriedades fitotoxica e antibidtica, e é caracterizado como um composto de
baixo peso molecular contendo 38 atomos de carbono e varios anéis aromaticos
(BIRCH & PATIL, 1985a). As albicidinas inibem a replicagdo do DNA do cloroplasto,
causando o bloqueio da diferenciacdo deste, que resulta nas listras cloréticas das folhas
que sao caracteristicas da doenca (BIRCH & PATIL, 1983). Em concentracbes
nanomolar, as albicidinas atuam como bactericidas contra uma ampla gama de
bactérias gram-positivas e gram-negativas. Isso pode dar a X. albilineans vantagens na
competicdo contra outras bactérias no mesmo local de invasdo (BIRCH & PATIL,
1985a).

Existem duas fases diferentes de sintomas, a fase crénica e a aguda. A fase
cronica é caracterizada por estrias paralelas a nervura principal da folha e geralmente

sao brancas e estreitas, mas pode tornar-se avermelhada com a idade. Com o progresso



da doenca, pode ser observado uma necrose no tecido foliar ao redor da estria que se
estende progressivamente da ponta em direcdo a base da folha. As estrias também
tendem a se ampliar e tornam-se mais difusas com a maturidade. A clorose pode afetar
toda a folha e essa descoloragéo é seguida de murchamento das extremidades da folha
com enrolamento interior. Esse processo que mais se assemelha a um escaldao explica
0 nome dado a doenca. Em plantas adultas, a forma crénica comumente se manifesta
pelo desenvolvimento anormal das brotacGes laterais (ROTT et al., 2000).

A fase aguda é caracterizada pelo murchamento repentino das plantas, como se
estivessem em condicbes de seca, ndo sendo, na maioria das vezes, observada
anteriormente a fase cronica. Essa forma aguda as vezes ocorre apos o periodo de
chuva seguido por um periodo de tempo seco, mas parece ser limitado a cultivares
altamente suscetiveis (ROTT et al., 2000). Até o momento, ndo se sabe se as duas
formas existentes sdo causadas por genes diferentes em diferentes racas do patdgeno,
ou por diferencas na regulacdo génica entre racas similares, ou ainda por fatores
externos ambientais que atuam sobre racas idénticas (ROTT et al., 2010).

A Escaldadura pode apresentar também uma fase latente. Algumas canas-de-
acucar podem ser tolerantes ao patégeno sem exibirem qualquer sintoma, ou 0s
sintomas sdo tado imperceptiveis que escapam da deteccdo. Essa fase termina por
motivos que ainda sdo desconhecidos, mas comumente a explicacdo dada € o estresse,
particularmente climético ou nutricional (ROTT et al., 1994; ROTT et al., 2000).

A frequente ocorréncia da fase latente € um dos principais fatores que impedem o
controle da Escaldadura, visto que uma das principais formas de disseminacdo ocorre

pelo plantio de colmos e /ou mudas infectadas assintomaticas.

O patégeno

7

Xanthomonas albilineans € uma bactéria gram-negativa pertencente a familia
Xanthomonadaceae da ordem Xanthomonadales (SADDLER & BRADBURY, 2005).



Essa bactéria é sistémica, colonizadora do xilema da cana-de-aglUcar e parasita
obrigatério de plantas monocotiledéneas da familia Poaceae, incluindo outras gramineas.
Além disso, € uma bactéria aerdbica, ndo esporulante, de crescimento lento, apresenta
formato de bastonete delgado e move-se por um unico flagelo polar. As células
bacterianas podem ocorrer de forma isolada ou formando cadeias, dando origem a
colénias de cor amarelo palido, viscosas, brilhantes, convexas, de bordos lisos e seu

crescimento favorecido em temperaturas variaveis de 25 a 28°C (BIRCH, 2001).

Transmissao

O agente causal da Escaldadura das folhas é disseminado principalmente por
meio de plantio de mudas ou colmos contaminados assintomaticos e transmitido
mecanicamente pela utilizacdo de laminas de facdes ou implementos agricolas
contaminadas com exsudados de plantas doentes (RICAUD et al.,1989). Os toletes
contaminados sdo a principal forma de disseminacdo da bactéria a longas distancia
(CASAGRANDE et al., 1997).

Héa também fortes indicios de transmisséo area sob certas condicdes ambientais
em areas com severos surtos (DAVIS et al.,1997), além de supostas evidencias de
transmisséo por meio de contato folha-folha, raiz-raiz, por infestacdo do solo (AUTREY
et al.,1995; KLETT & ROTT, 1994) e por sementes de cruzamentos® .

Patogenicidade

A capacidade de X. albilineans colonizar e infectar colmos de cana-de-acucar

varia de acordo com a raga do patdgeno, indicando a existéncia de “patétipos” diferentes

1 . . ~
Alvaro Sanguino, comunicagdo pessoal.



dentro da mesma espécie. A recente descricdo e sequenciamento de genes envolvidos
na producao de albicidina forneceram a primeira ferramenta para estudar a variabilidade
dos genes envolvidos na patogenicidade de X. albilineans e a variagcdo da doencga
causada por esse patdgeno.

A correlagédo entre producdo de albicidina e variagdo da patogenicidade da
bactéria ainda € uma incoégnita que vem gerando controversas entre pesquisadores.
Alguns afirmam que esse composto toxico produzido especificamente pela X. albilineans
desenvolve um importante papel na patogenicidade (BIRCH & PATIL, 1983; BIRCH,
2001). Zhang et al. (1999), verificaram que bactérias mutantes, deficientes na producao
de albicidina, ndo desenvolveram sintomas da doenca em plantas de cana-de-acUcar e
verificaram também que canas-de-acUcar geneticamente modificadas que expressaram
um gene de detoxificagdo da albicidina, sé@o resistentes a Escaldadura das folhas. Outros
pesquisadores afirmam n&do terem encontrado relagdo alguma entre producdo de
albicidina e variacdo da patogenicidade (CHAMPOISEAU et al., 2006; RENIER et al.,
2007).

Diversos trabalhos tém sido realizados para estudar e conhecer melhor a
albicidina, bem como os genes e outros fatores envolvidos na sua biosintese, sua
relacdo com a patogenicidade e outros fatores envolvidos na capacidade patogénica da
bactéria. A albicidina atua inibindo a replicacdo do DNA do cloroplasto e
consequentemente bloqueando a sua diferenciacdo (BIRCH & PATIL, 1987). Em nivel
molecular verificou-se que ela € uma potente inibidora da DNA girase (HASHIMI et al.,
2007). A albicidina foi descrita como uma pequena molécula fitotéxica com propriedades
antibioticas, sintetizada por um cluster misto de genes PKS (polyketide synthase) - NRPS
(non ribosomal peptide synthetase) (BIRCH & PATIL, 1985; BIRCH & PATIL, 1987). A
clonagem e sequenciamento desse cluster revelou a existéncia de 20 ORFs (Open Read
Frame) , incluindo um gene PKS-NRPS (albl) e dois genes NRPS (alblX and alblV), bem
como varios possiveis genes de resisténcia, genes regulatérios e modificadores (ROTT
et al., 2010).

Champoiseau et al. (2006), realizaram um estudo com o objetivo de caracterizar a
variacdo genética de X. albilineans quanto aos genes envolvidos na producdo de



albicidina, e identificar qualquer relagcdo entre essa variacdo e a variacdo nha
patogenicidade da bactéria em questdo. A conclusdo do estudo realizado foi que
nenhuma relacdo 6bvia foi observada entre a variagdo na patogenicidade (severidade da
doenca ou colonizagédo dos colmos) e diversidade genética da albicidina ou variabilidade
na sua producdo. O papel da albicidina na patogenicidade da X. albilineans foi
confirmado no trabalho de Champoiseau, porém, variagcdes na producao de albicidina e
na patogenicidade da bactéria ndo foram relacionadas, exclusivamente, com a
diversidade de genes de biossintese de albicidina. Portanto, de acordo com
Champoiseau et al. (2006), a albicidina é necesséria, mas nao suficiente para
desenvolver a Escaldadura, pois ela parece ser um fator de viruléncia atuando
coordenadamente junto com outros fatores. Contudo, a identificacdo de genes
codificadores para esses outros fatores de viruléncia € um importante passo para a
compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos na patogenicidade da bactéria
em estudo.

Sabe-se que em bactérias fitopatogénicas, uma ampla gama de genes
relacionados a patogenicidade tém sido identificados e analisados. Esses genes
codificam proteinas constitutivas do sistema de secrecao, exopolissacarideos, fatores de
viruléncia, toxinas, enzimas que degradam a parede celular da planta hospedeira, células
de mobilidade, fatores de mobilidade ou fatores de adesédo. Os genes que codificam
proteinas constitutivas sdo chamados housekeeping genes (GENIN et al., 2002; VAN
SLUYS et al., 2002). Porém, ainda sabe-se pouco desses genes em X. albilineans. De
um total de 40 genes relacionados a patogenicidade de varias Xanthomonadales ou
Xylella fastidiosa, apenas 3 (pilB, rpfA e xpsk) foram amplificados em X. albilineans.
Todos esses genes estao envolvidos em mecanismos gerais de patogenicidade. (CAO et
al.,2001; DA SILVA et al., 2002; DOW et al., 2000; SIMPSON et al., 2000).



Variabilidade Genética

A bactéria X. albilineans é considerada uma espécie bem definida dentro do
género Xanthomonas. Entretanto, ocorrem variagdes dentro da espécie, sendo que
surtos da Escaldadura na Florida, aonde a doenca vinha ocorrendo em baixos niveis
desde 1967, e também em Louisiana foi atribuido a introducdo de variantes genéticas
distintas (COMSTOCK & SHINE, 1992; DAVIS et al., 1994; GRISHAM et al., 1993). A
variabilidade genética de X. albilineans tem sido demonstrada em nivel global por
pesquisadores de todo o mundo, sendo que estudos da diversidade genética e
patogénica podem auxiliar diretamente nas medidas de controle, bem como nos
programas de melhoramento genético tanto no contexto nacional como internacional
(HUERTA-LARA, 2009).

Varias técnicas tém sido usadas no estudo da diversidade genética em X.
albilineans. Persley, (1973) usou inoculacdo artificial para demonstrar que isolados de
diferentes regides da Austrélia exibem diferentes niveis de agressividade em cultivares
de cana-de-acucar. Além disso, mudancas na agressividade em populacdes natural de
X. albilineans tém ocorrido no mesmo local (DAVIS, 1992). Essas observacdes
estimularam pesquisas a investigar mais detalhadamente a variabilidade da bactéria X.
albilineans.

VariagOes antigénicas dentro de X. albilineans foram identificadas por Baudin e
Chatenet (1980). Desde entdo, alguns estudos tém usado métodos soroldgicos para
agrupar cepas desta bactéria. Alvarez et al. (1996) utilizaram uma série de sete
anticorpos monoclonal espécie-especifico para comparar 38 cepas de X. albilineans.
Rott et al. (1994) usaram anticorpos policlonal para investigar caracteristicas de 215
cepas dessa bactéria de 28 locais de todo o mundo, tendo identificado trés sorotipos
diferentes, 1, 1l e Ill. O sorotipo | € o maior grupo, compreendendo cepas de varias
localidades geograficas como Austrélia, USA (Florida), Guadalupe, India, Mauricio,
Réunion e Sul da Africa. O sorotipo Il contém apenas cepas do continente africano

enquanto que o sorotipo Il é o menor grupo e contém cepas da Oceania, Asia e Caribe.
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Entretanto, o uso de anticorpos € limitado, pois podem apenas detectar a presenca de
um epitopo particular e, além disso, nenhuma preparacéao policlonal € Gnica, assim a
comparacao de diferentes estudos é dificil. Portanto, de acordo com Jaufeerally-Fakim
(2000), técnicas moleculares tém se revelado mais robustas na identificacdo da
variacdo de patdégenos para muitos fitopatdgenos.

Diversas técnicas utilizando DNA tém sido empregadas para detectar variacfes
patogénicas. Davis et al. (1996) por meio da técnica PFGE (pulsed-field gel
electrophoresis) realizaram um estudo da variacdo genética da X. albilineans em 218
cepas provenientes de 31 localidades geogréficas utilizando marcadores RFLPs
(Restriction Fragment Length Polymorphism). Nesse estudo, 8 grupos foram descritos
denominados PFGE A- PFGE H, sendo que a maioria das cepas associadas com novos
surtos pertencia ao grupo PFGE B.

Tsushima et al. (2006) compararam sequéncias dos genes gyrB e rpoD para
investigar relagdes filogenéticas em cepas isoladas de X. albilineans em Okinawa, Japao.
O nivel de diversidade da sequéncia dos genes gyrB e rpoD depende da origem
geografica das cepas, sugerindo que analises das sequéncias desses genes podem ser
Uteis para diferenciar as variagdes genéticas dentro da espécie .

Lopes et al. (2001) utilizaram rep-PCR na caracterizacdo de isolados de X.
albilineans e também para distinguir essa bactéria de outras espécies de bactérias. Essa
técnica tem sido muito Gtil na determinacdo da identidade genémica de um grande
namero de microorganismos, baseando-se na presenca de sequéncias repetitivas de
DNA dispersas no genoma, que podem ser identificadas pelo uso dos “primers” REP,
ERIC e BOX (LOWS et al., 1994; LOPES et al., 1998).

Recentemente, Shaik et al. (2009) caracterizaram por AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) um total de 57 cepas de X. albilineans provenientes de 28
paises. Padrbes distintos de AFLP permitiram diferenciar isolados de diferentes regiées
geograficas, possibilitando estabelecer “fingerprintings” unicos para cada um dos
isolados analisados.

A vantagem de se utilizar informacdes genéticas para identificar diversidades entre

cepas € devido ao fato de que caracteristicas genéticas ndo sao influenciadas por


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0733521099902424
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condi¢des de nutricdo, ambiente, temperatura e idade do microorganismo; portanto, 0os
dados obtidos sdo menos variaveis e podem ser interpretados com maior precisdo do
gue dados obtidos a partir de testes fisioldgicos ou bioquimicos. ( ALVAREZ et al., 1996;
DAVIS et al., 1997; LOUWS et al., 1999; PAN et al. 1999; WANG et al. 1999; VALADEZ
& KAHL, 2000; SCHHD et al., 2001, 2003).

Marcadores moleculares sdo ferramentas muito Uteis para estudos de
variabilidade genética e fornecem meios eficientes para ligar variacdes fenotipicas e
genotipicas (VARSHNEY et al., 2005a). Nos ultimos anos, esses marcadores provaram
ser uma ferramenta poderosa para a estimativa da diversidade genética e relagbes

filogenéticas de espécies (JOSHI et al., 1999).

Marcadores VNTR (Variable Number of Tandem Repeats)

Sequéncias Repetitivas de DNA, que ocorre frequentemente em células
eucaridticas, tem sido cada vez mais identificados em seres procariotos, sendo que
nestes organismos, atuam como a principal fonte de diversidade genética em muitas
bactérias patogénicas (BAYLISS et al., 2001). Embora essas sequéncias foram
inicialmente definidas como DNA mini e microssatélites, consistindo de curtas
sequéncias repetidas ( Short Sequence Repeats — SSRs) ou curtas repeticbes em
tandem (Short Tandem Repeats — STRs) (JEFFREY et al., 1985), Nakura et al. (1988)
introduziram uma terminologia mais precisa. Algumas das repeticdes, especialmente
aguelas que representam um Unico loco e apresentam variabilidade do comprimento
entre os individuos, foram designadas “Variable Number of Tandem Repeat” (VNTR)
locos. VNTRs e SSRs sdo alvos moleculares bem estabelecidos para analise de
relacbes genéticas (JEFFREY et al.,, 1986). Devido ao seu polimorfismo, VNTRs tem
sido usados como marcador molecular para acessar a variabilidade genética em
espécies de bactérias, incluindo Salmonela enterica (LINDSTEDT et al., 2003), Nisseria
meningitidis (Yazdankhah et al, 2005) e Mycobacterium tuberculosis (LE FLECHE et al,
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2002). Por uma questéo de clareza, van Belkum (1998) optou em utilizar a abreviagao
SSR como um acrénimo para a maioria das sequéncias repetidas de DNA encontradas
em procariotos. Da mesma forma sera feito no presente trabalho.

Os marcadores SSRs representam locos hipermutaveis sujeitos a reversiveis
alteragcdes em seu comprimento (MOXON et al.,, 1994; ROCHA, 2003; GROISMAN &
CASADESUS, 2005). De uma forma geral essas sequéncias sao caracterizadas como
motivos que se repetem em tandem e tem uma ocorréncia frequente em todos os
genomas procariotos e eucariotos analisados até o momento (ZANE et al., 2002), estédo
presente tanto em regides codificantes como em ndo-codificantes e estéo distribuidos em
todo o genoma (PROVAN et al., 2001).

A evolucdo das sequéncias microssatélites, ou seja, qualquer mudanca na SSR
resultando de aumento ou diminuicdo no niamero de repeticdes, é associada com sua
taxa de mutacdo. A origem de SSRs é um processo evolutivo dindmico e tem provado
ser extremamente complexo (ELLEGREN, 2004; PEARSON et al., 2005).

Os marcadores microssatélites (SSR) tém ganhado consideravel importancia
devido a muitos atributos desejaveis incluindo hipervariabilidade, natureza multialélica,
heranca co-dominate, reprodutibilidade, abundancia relativa, cobertura ampla do
genoma, localizacdo cromossdmica especifica e genotipagem de alto rendimento
(PARIDA et al., 2006). Além disso, apresentam alto polimorfismo devido a diferentes
nameros de repeticdes na regido microssatélite, portanto eles podem ser facilmente e de
forma reprodutivel detectado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (PARIDA et al,
2009). Nos ultimos anos, esses marcadores provaram ser uma ferramenta poderosa para
a estimativa da diversidade genética e relagcdes filogenéticas entre espécies (JOSHI et
al., 1999).

A existéncia de SSRs foi demonstrada por Hamada et al. (1982) em varios
eucariotos variando de leveduras a vertebrados. A presenca de SSRs tem sido
mostrada tanto para patégenos de humanos como de animais (VAN BELKUM et al.,
1998). Entretanto, a utilizacdo de marcador molecular SSR  para  bactéria
fitopatogénica € um fato recente, que foi registrado pela primeira vez por Coletta-Filho
et al. (2001) na caracterizacao de isolados de Xylella fastidiosa. Porém, até o momento,



13

nenhuma abordagem foi realizada com este marcador molecular em X. albilineans,

apesar desta bactéria possuir seu genoma completo sequenciado.

II. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivos principais estabelecer e caracterizar um
banco de isolados de X. albilineans provenientes de diferentes locais produtores de
cana-de-agucar no Brasil.

Os objetivos especificos foram:

a) Desenvolver antissoro especifico a X. albilineans para utilizacdo em
diagndstico;

b) Desenvolver iniciadores especificos a partir do genoma sequenciado
de X. albilineans visando a amplificacdo de locos microssatélites;

c) Caracterizar a diversidade genética entre isolados de X. albilineans
coletados em diferentes regides produtoras de cana do Brasil;

d) Avaliar a patogenicidade de cada isolado por meio de inoculagdes em

cultivar de cana-de-agucar suscetivel.
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CAPITULO 2 — DESENVOLVIMENTO DE ANTISSORO ESPECIFICO PARA
DETECCAO Xanthomonas albilineans.

RESUMO - O presente trabalho teve por objetivos desenvolver um antissoro
especifico para Xanthomonas albilineans; avaliar a especificidade e sensibilidade do
antissoro produzido, além de comparar a eficacia dos métodos “dot-blot” e PCR na
identificacdo do patdgeno. A producdo do antissoro foi feito a partir da imunizacéo via
linfonddo de coelhos raca Nova Zelandia, utilizando como antigeno, o isolado 2256. A
especificidade do antissoro foi avaliada utilizando 38 isolados de X. albilineans
provenientes dos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Goias e Alagoas, além de cinco
isolados de outras bactérias endofiticas da cana-de-acUcar, utilizados como controle
negativo. A avaliagdo da sensibilidade do antissoro foi realizada por meio de diluicdo
seriada (10" a 10®) de uma cultura de X. albilineans pura (IBSBF 3414). Os resultados
obtidos mostraram que o antissoro produzido foi altamente especifico a X. albilineans,
ndo apresentando reacdo cruzada com as demais bactérias testadas. Quanto a
sensibilidade, a técnica de PCR foi dez vezes mais sensivel do que o “dot-blot”,
capazes de detectar o patdgeno em concentracdes de 3 x 102 UFC e 3 x 10° UFC
respectivamente. A escolha do método a ser utilizado vai depender do propoésito, sendo
que o PCR deve ser obrigatoriamente utilizado em diagnésticos de quarentena e o “dot-

blot”, para monitorar a qualidade fitossanitaria das mudas em viveiros comerciais.

I. INTRODUCAO

A Escaldadura das folhas (Xanthomonas albilineans) € uma importante doenca
bacteriana que pode comprometer a cultura da cana-de-agucar causando baixa
germinacao das mudas, baixo desenvolvimento das plantas infectadas e redugao do

rendimento em sacarose, além de reduzir a longevidade do canavial.
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Devido a grande dificuldade de identificar a presenca desse patdgeno por
sintomas visuais, visto que a bactéria pode permanecer na fase latente, varios métodos
de diagndstico tém sido desenvolvidos. Sdo exemplos os testes de ELISA (“enzyme-
linked immunosorbent assay”) usados por Irey e Comstock (1991), método da
imunofuorescéncia dos tecidos, descrito por Ledville e Coleno (1976), isolamento em
meio solido seletivo desenvolvido por Davis et al. (1994) e a técnica de PCR (polymerase
chain reaction).

Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de um antissoro especifico para
X. albilineans, bem como avaliar sua especificidade, além de comparar a eficacia e a
sensibilidade do antissoro quando utilizado o método “dot-blot” com o método baseado

em PCR utilizando “primers” especificos ao patégeno (RENIER et al., 1997).

ll. MATERIAL E METODOS

Producéo do antissoro

A producéo do antissoro foi feita a partir da imunizacdo via linfon6do (OLIVEIRA et
el., 1977) de coelho da raca Nova Zelandia utilizando uma linhagem de X. albilineans
(2256) cedida pelo Instituto Biolégico (IB). O antigeno foi preparado a partir do cultivo da
bactéria em meio de cultura Wilbrink’s liquido (DAVIS et al.,1994) por 72 horas.
Posteriormente, preparou-se uma suspensdo bacteriana (10™UFC/mL) em tampéo
fosfato salino (PBS) 0,01M, pH 7. A suspensédo foi lavada e centrifugada a 10000g
durante cinco minutos trés vezes e em seguida ressuspendida em 200ul de tampéo PBS.
O coelho foi imunizado duas vezes, com intervalo de 15 dias entre as imunizagdes, com
200ul da suspensao bacteriana + 200 pl de adjuvante completo de Freund (Sigma)
adicionado imediatamente antes da injecdo. Apos 60 dias da primeira imunizacao,

procedeu-se a sangria do animal e obtencéo do antissoro.
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Avaliacdo da especificidade do antissoro

A especificidade do antissoro foi avaliada em uma colecédo de 38 isolados de X.
albilineans obtidos de canas sintoméaticas para Escaldadura das folhas, provenientes de
quatro estados brasileiros (SP, MG, GO e AL), além de outros cinco isolados de outras
bactérias endofiticas da cana-de-acucar (Glucanocetobacter diazotrophicus, Leifsonia
xyli subsp. xyli, Azospirillum brasilense, Achromobacter insolitus, Zooglea ramigera).
Cada isolado foi crescido por 72 horas em meio de cultura Wilbrink’s liquido, diluido em
PBS na proporgdo 1:10 e uma aliquota de 100 pl de cada isolado foi aplicada em
membrana de nitrocelulose para realizacdo do teste por “dot-blot”. Posteriormente, a
membrana foi incubada em estufa a 85°C durante 2 horas. Depois foi realizado bloqueio
da membrana em solucdo PBS contendo 5% leite em p6 desnatado por 30 minutos. Em
seguida, a membrana foi incubada em 20 ml de solucdo em PBS contendo 1ul do
antissoro bruto por 1 hora, seguida de lavagem em PBS. Posteriormente, a membrana
foi incubada em 20ml de PBS acrescidos de 4ul do anticorpo GoatAnti-Rabbit 1G
(Sigma) por 1 hora. Apds a lavagem em PBS a membrana foi revelada em 15 ml de
solucédo substrato contendo 4,5mg de Naphtol-AS-phosphato — (Sigma) e 15mg Fast
Blue BB Salt (Sigma) durante 30 minutos. Como controle positivo, foi empregado o
isolado de X. albilineans (2256) inicialmente utilizado para imunizacdo do coelho, e

como controles negativos, solucdo PBS e agua.

Avaliacado da sensibilidade do antissoro

Para avaliar a sensibilidade do antissoro bruto, utilizou-se a espécie tipo de X.
albilineans (IBSBF 1374) cedida pelo IB a qual cresceu em meio de cultura Wilbrink’s
por 48h a 28°C.. Ap6s o tempo de crescimento a cultura bacteriana apresentou OD=

1,45. A partir dessa cultura, realizou-se diluicdo seriada (10™ a 10®) e 100 uL de cada
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diluicdo foi aplicado em membrana de nitrocelulose (Biorad) para avaliagdo da
sensibilidade do antissoro por meio do método “dot-blot”. Paralelamente, uma aliquota de
100 uL de cada diluicéo foi inoculada em meio sdlido seletivo (DAVIS et al., 1994) com
cinco repeticdes, e depois de 72 horas de crescimento realizou-se contagem do numero
de colbnias, possibilitando estimar a quantidade de UFCs (Unidades Formadoras de
Colbnias) presentes em 100 uL de cada diluicdo utilizada no teste “dot-blot”.

As mesmas diluicbes que foram utilizadas para realizacdo do dot-blot também
foram utilizadas para realizacdo de PCR para posterior comparacado da sensibilidade
das duas técnicas. Para realizacdo da PCR utilizou-se o “primer” albl, NRPS-2, A4-A5
proposto por Renier et al. (2007) que amplifica fragmento de 500pb. As reacfes foram
preparadas em volume final de 25 uL contendo: 1 uL de suspenséao bacteriana, tampéo
Taq DNA polimerase 1X, 120 uM de dNTP, 2 mM de MgCl,, 0,5 uM de cada “primer",
1U de Taqg DNA polimerase ( Invitrogen platinum). As amplificacdes foram realizadas
com um ciclo inicial de 2 min a 95°C, seguido de 25 ciclos de 1 min a 95°C, um ciclo de
1 min a 54°C para anelamento, 1 ciclo de 1 min a 72°C e uma extenséo final de 5

minutos a 72°C.

lll. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ensaio “dot-blot”, é baseado numa reagéo antigeno-anticorpo especifico, que na
presenca de um substrato (Fast Blue), revela coloracdo azul para a presenca da bactéria,
sendo que a intensidade do azul é proporcional a concentracao de bactéria.

A andlise “dot-blot” com antissoro bruto, conduzida com os 38 isolados de X.
albilineans e os outros cinco isolados de microorganismos endofiticos de cana-de-acucar
revelou reagdo positiva para todos os isolados de X. albilineans, refletida pela intensa
coloragdo azul, e resultado negativo para todos os isolados das demais bactérias
(Glucanocetobacter diazotrophicus, Leifsonia xyli subsp. xyli, Azospirillum brasilense,
Achromobacter insolitus, Zooglea ramigera). Portanto, o antissoro produzido mostrou-se

especifico somente a X. albilineans, sendo capaz de detectar apenas a presenca da
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bactéria em estudo e ndo apresentando reacdes cruzadas com outros tipos de bactérias
endofiticas da cana-de-acucar (Figura 1).

O desenvolvimento de antissoro especifico para X. albilineans também foi obtido com
sucesso por Silva et al. (2007) com 50 isolados de X. albilineans provenientes de
diferentes regides canavieiras do estado de S&o Paulo. No entanto, a especificidade do

antissoro com outras bactérias endofiticas de cana nédo foi avaliada pelos autores.

Colunal Coluna2 Coluna3 Coluna4 Coluna5 Coluna6

Linhal

Linha2

Linha3

Linha4

Linha5

Linha6

Linha7
Linha8

Figural: Teste por dot-blot para avaliacdo da especificidade do antissoro em
membrana de nitrocelulose. Colunas 1 a 4: isolados de X. albilineans. Coluna 5,
linhas 1 a 6: isolados de X. albilineans. Coluna 5, linha 7: isolado de Leifsonia xyli
subsp xyli. Colunab, linha8: isolado de Glucanocetobacter diazotrophicus. Coluna 6,
linhal: Azospirillum brasilense. Coluna6, linha2: Achromobacter insolitus. Coluna 6,
linha3 : Zooglea ramigera. Coluna 6, linha 4: Controle positivo para Xanthomonas
albilineans na propor¢do 1:1000. Coluna 6, linhas 5: Controle positivo para
Xanthomonas albilineans na proporgédo 1: 3000. Coluna 6, linha 6: Controle positivo
para Xanthomonas albilineans na propor¢do 1:5000. Coluna 6, linhas 7 e 8:

Controles negativos (PBS e 4gua).
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A avaliacdo da sensibilidade do antissoro bruto mostrou que ele foi capaz de
detectar a presenca da bactéria X. albilineans na diluicdo minima 10° (Figura 2),
equivalente a 3x10° UFC em 100 uL. Por outro lado, o método baseado em PCR foi
capaz de detectar a bactéria com apenas 1 uL da diluicdo 10 (3 x 10 UFC ) e portanto,
foi 10 vezes mais sensivel do que o método “dot-blot”. Wang et al. (1999) compararam a
eficiéncia e confiabilidade de métodos baseados em PCR (PCR com “primers”
especificos e BIO-PCR); em ensaios imunologicos (DIA — dot immunobloting assay e
ELISA) e o método baseado em isolamento em meio especifico para deteccdo de X.
albilineans. Os autores verificaram que o isolamento em meio especifico e o BIO-PCR
foram os mais eficientes na deteccédo do patégeno, no entanto, os dois métodos foram
bastante demorados, levando sete e cinco dias, respectivamente, para obter o resultado.
DIA e ELISA foram os menos sensiveis, requerendo concentracdes de 10° UFC/ mL e
10°> UFC/ mL respectivamente, para deteccdo positiva. Quando comparado, a BIO-PCR
foi 60 vezes mais sensivel, com amostras positivas em concentracées de 10 UFC por
reacao ( 286 UFC/ mL), enquanto que com a PCR convencional, a sensibilidade foi de 6
x10% UFC por reacdo. No presente trabalho, os dois métodos empregados mostraram-
se mais sensiveis do que o verificado por Wang et al, (1999), sendo que o imunoldgico
foi capaz de detectar o patégeno em concentracdes de 3x10* UFC / mL e a PCR
classica, 3 x 102 UFC por reacdo. As vantagens dos métodos baseados em PCR sobre
0s métodos imunolégicos residem principalmente na sensibilidade e na deteccdo apenas
de células viaveis pelo método BIO-PCR. Isso é de extrema importancia para patogenos
de importancia quarentenaria, como a X. albilineans (WANG et al., 1999).

Os resultados deste trabalho sugerem que a escolha do método de diagndstico
depende do objetivo da analise, sendo que o “dot-blot”, por ser mais viavel
economicamente, pode ser utilizado na avaliacdo da qualidade de mudas em viveiros,
visando um melhor controle do patégenos em areas comerciais. Por outro lado, o método
baseado em PCR deve necessariamente, ser utilizado para diagndsticos de quarentena,

para importacdo e/ou exportagdo de gendtipos de cana-de-acgucar, garantindo a
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seguranca no intercambio de germoplasma e dificultando a entrada de variantes mais

agressivos.

Figura 2: Comparagéo dos métodos de diagndstico de X. albilineans utilizados no presente
trabalho. A: “dot-blot” com antissoro especifico desenvolvido para X. albilineans. Coluna 1,
Linhal: cultura de X. albilineans na diluigdo 10™. Coluna 1, Linha 2: cultura de X. albilineans na
diluigdio 102, Coluna 1, Linha 3: cultura de X. albilineans na diluicio 10°* Coluna 1, Linha 4:
cultura de X. albilineans na diluicdo 10™. Coluna 1, Linha 5: cultura de X. albilineans na
concentracéo 10°. Coluna 2 , Linha 1: controle positivo. Coluna 2, Linhas 2 e 3: controles
negativos (agua e PBS). B: Gel de agarose contendo produto de PCR das culturas puras de X.
albilineans nas diluicdes 10" a 10™. M: marcador de peso molecular 100pb. A seta indica

fragmento amplificado esperado de 500pb.
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IV. CONCLUSAO
- 0 antissoro desenvolvido foi especifico para X. albilineans e podera ser utilizado
como sistema de diagndstico para analise da qualidade de mudas em viveiros comerciais

ou para confirmacéo da identidade de X. albilineans.
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CAPITULO 3 - DIVERSIDADE MOLECULAR E PATOGENICA ENTRE ISOLADOS DE
Xanthomonas albilineans.

RESUMO - Isolados de X. albilineans foram obtidos de canas-de-aglcar com sintomas
de Escaldadura das folhas provenientes de 4 estados brasileiros (AL, GO, MG e SP).
Quinze “primers" microssatélites foram desenhados e utilizados na avaliagdo da
diversidade genética entre os isolados. Além disso, foram realizadas inoculacdes de
cada isolado em cultivar de cana-de-agUcar suscetivel para avaliacdo de sua
patogenicidade. A caracterizacdo molecular mostrou que existe variabilidade genética
entre os isolados, porém nao foi possivel agrupa-los de acordo com a regiao de origem.
Quanto a patogenicidade, observou-se diferencas entre os isolados, mostrando-se
como mais agressivo o isolado Xall proveniente de Conchal-SP. Um alelo de 160 pb
foi amplificado exclusivamente em oito isolados, sendo que destes, sete foram
caracterizados como 0s mais agressivos. Este alelo foi obtido pelo “primer” IACXa03, o
qual amplifica uma sequéncia codificadora de peptideos nao ribossomais, NRPS, um

dos genes da biossintese de albicidina envolvidos na patogenicidade.

Palavras-chaves: Escaldadura, cana-de-acucar, microssatélite, variabilidade.

I. INTRODUCAO

A Escaldadura das folhas é causada pela bactéria X. albilineans (Ashby) Dowson.
E uma das principais e mais severas doencas da cana-de-aclicar, pois em plantios
comerciais compromete a produtividade, causando baixa germinagcao das mudas, baixo
desenvolvimento das plantas infectadas e reducdo do rendimento em sacarose. A

escassez de informacdes sobre variabilidade genética e patogénica da bactéria € o
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principal fator que limita o controle da doenca e o desenvolvimento de cultivares de
canas-de-acucar resistentes. Atualmente a doenca esta presente em mais de 66 paises,
causando severas perdas na producdo (ROTT & DAVIS, 2000). A bactéria X. albilineans
coloniza os vasos do xilema, causando severos sintomas que em geral sao
caracterizados pela clorose das folhas, podendo apresentar zonas necréticas,
vermelhiddo vascular, formacdo de cavidade em hastes invadidas, producdo de
brotamentos laterais, rapido murchamento e morte da planta (BIRCH, 2001; PIERETTI et
al., 2009; ROTT & DAVIS, 2000). A inducdo da clorose é causada por varios compostos
toxicos, sendo o mais importante deles chamado albicidina (ZHANG & BIRCH, 1997),
que inibe a replicacdo de DNA do cloroplasto, resultando no blogueio da sua
diferenciacdo e aparecimento de estrias brancas que sdo caracteristica da doenca
(BIRCH, 2001). A correlacao entre producédo de albicidina e variagdo da patogenicidade
da bactéria ainda € uma incognita que vem gerando controversas entre pesquisadores.
Alguns afirmam que esse composto toxico produzido especificamente pela X. albilineans
desenvolve um importante papel na patogenicidade (BIRCH, 2001). Em contrapartida, ha
pesquisadores que concordam que a albicidina esta estreitamente relacionada com a
patogenicidade de X. albilineans, porém afirmam n&o terem encontrado relacdo alguma
entre variacdo na producado de albicidina e variacdo na patogenicidade (CHAMPOISEAU
et al.,2006b; RENIER et al.,. 2007). Portanto, de acordo com Champoiseau et al.
(2006b), a albicidina € necessaria, mas néo suficiente para desenvolver a Escaldadura,
pois ela parece ser um fator de viruléncia atuando coordenadamente junto com outros
fatores.

A Escaldadura das folhas apresenta uma fase latente, na qual ndo apresenta
sintomas visiveis. A frequente ocorréncia dessa fase € um dos principais fatores que
impedem o controle da Escaldadura, visto que a disseminacao ocorre pelo plantio de
colmos infectados assintomaticos ou quando laminas de facdes e/ou implementos
agricolas entram em contato com plantas doentes (RICAUD & RYAN, 1989). A principal
forma de controle da doenca € a utilizacdo de cultivares resistentes (ZHANG & BIRCH,

1995), associadas ao uso de mudas sadias e manejo sanitario no plantio e colheita.
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Variagdo genética tem sido muito observada em populag@es de plantas bem como
em seus patdégenos. No sistema cana-X. albilineans, diferentes niveis de sensibilidade
ou resisténcia tem sido observado entre cultivares de canas idénticas, evidenciando a
existéncia de variacdes na patogenicidade ou viruléncia (ALVAREZ et al., 1996).

Vérias técnicas tém sido usadas para se avaliar a diversidade genética em X.
albilineans, como a inoculagédo artificial (PERSLEY, 1973), métodos soroldgicos
(ALVAREZ et al., 1996; ROTT et al., 1995) e técnicas moleculares como RFLP (DAVIS,
1997), sequenciamento génico (TSUSHIMA et al., 2006), Rep-PCR (LOPES et al.,
2001) e AFLP (SHAIK et al., 2009).

Marcadores moleculares sédo ferramentas muito Uteis para estudos de
variabilidade genética e fornecem meios eficientes para ligar variacbes fenotipicas e
genotipicas (VARSHNEY et al., 2005). Nesse contexto, os marcadores microssatélites
(SSR) tém ganhado consideravel importancia devido a muitos atributos desejaveis
incluindo  hipervariabilidade, = natureza  multialélica, heranca  co-dominate,
reprodutibilidade, abundancia relativa, cobertura ampla do genoma, localizacao
cromossbmica especifica e genotipagem de alto rendimento (PARIDA et al., 2006). Nos
altimos anos, esses marcadores provaram ser uma ferramenta poderosa para a
estimativa da diversidade genética e relacdes filogenéticas entre espécies (JOSHI et al.,
1999). Apesar do seu potencial, ainda ndo ha relatos da sua utilizagcdo em estudos de
diversidade em X. albilineans.

Tendo em vista que estudos da diversidade genética e patogénica da bactéria X.
albilineans podem auxiliar diretamente na definicdo das medidas de controle, bem como
direcionar estratégias de melhoramento genético da cana, este trabalho objetivou
caracterizar, por meio de marcadores microssatélites obtidos a partir do sequenciamento
do genoma completo de X. albilineans, um banco de isolados de X. albilineans
provenientes de diferentes regibes produtoras de canas-de-acucar do Brasil.
Paralelamente, a agressividade de cada isolado também foi avaliada por meio da

inoculacdo em cultivar de cana-de-agucar suscetivel.
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ll. MATERIAL E METODOS

Obtencéao dos isolados de Xanthomonas albilineans

Colmos de cana-de-agUcar com sintomas de Escaldadura-das-folhas foram
coletados em plantios, cortados transversalmente na regido de entrend e amostradas
porcdes do né da terca parte inferior de cada colmo. Posteriormente, foi realizado um
corte longitudinal de 2 a 3 cm removendo a porcdo central da regido do nd, as quais
foram colocados individualmente em tubos tipo “Eppendorf” de 1,5mL estéreis, e
centrifugados a 10000g durante 5 minutos. Aliquotas da seiva de xilema diluida 10 vezes
foram riscadas em placas de Petri contendo meio de cultura XAS - Xanthomonas
Albilineans Seletive Medium (DAVID et al., 1994), as quais foram incubadas por 7-10
dias a 28°C. Um total de 44 isolados de X. albilineans provenientes dos principais
estados produtores de cana-de-acucar no Brasil, foi utilizado. Detalhes dos isolados

estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Isolado, cultivar, local de coleta e ano de isolamento de todas as cepas utilizadas no presente
estudo.

Isolado Cultivar Local de coleta Ano

Xal Brava de Perico Ribeirdo Preto — SP 2010
Xa2 2254 Santa Adélia — SP 2010
Xa3 2255 Santa Adélia — SP 2010
Xad 2256 Santa Adélia — SP 2010
Xab RB72-454 Conchal — SP 2010

Xab IACSP95-5000 Goianésia — G 2010



Xa7

Xa8

Xa9

Xal0

Xall

Xal2

Xal3

Xal4d

Xal5

Xal6

Xal7

Xal8

Xal9

Xa20

Xaz2l

Xa22

Xa23

Xa24

Xa25

Xa26

Xaz27

Xa28

Xa29

Xa30

Xa3l

CTC11

CTC 17

IACSP04-6165

IACSP93-3046

SP90-7027

CT92-3796

CT94-3195

COO0-513

CP65-0357

CT92-1808

CP70-1133

CT92-1864

CP81-1302

IACSP04-656

CVv5007 1791

CVv5007 1899

RB86-7515

IACSP04-656

IACSP04-656

IACSP07-4616

CTC 14

POJ 2878

SP81-1763

IBSBF — 1374

326-01

Goianésia — GO
Goianésia — GO
Ribeirdo Preto — SP
Indiara — GO
Conchal — SP
Conchal — SP
Conchal — SP
Conchal — SP
Macei6 — AL
Macei6 — AL
Macei6 — AL
Maceié — AL
Maceié — AL
Pindorama — SP
Aracatuba — SP
Aracatuba — SP

Aracatuba — SP

Vargem Grande do Sul — SP

Mococa — SP

Mococa — SP

Ribeirdo Preto — SP

Ribeirdo Preto — SP

Ribeirdo Preto — SP

Ilhas Mauricio

Piracicaba - SP

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2011

2011

26
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Xa32 IBSBF654-01 Araras - SP 2011
Xa33 IBSBF-2113 Piracicaba - SP 2011
Xa34 IACSP04-704 Ribeirdo Preto — SP 2011
Xa35 185 Lins — SP 2011
Xa36 106 Valparaiso - SP 2011
Xa37 IACSP08-1592 Piracicaba — SP 2011
Xa38 CUSP07-7231 Conc. Alagoas — MG 2011
Xa39 SP79-1011 Conc. Alagoas — MG 2011
Xa40 SG43-401 Macei6é — AL 2011
Xa4l 990:R32-P31 Macei6é — AL 2011
Xa42 1990:R32-P30 Maceié — AL 2011
Xa43 THA82-084 Macei6 — AL 2011
Xad4 CVNEOQ8-2544 Macei6 — AL 2011

Identificagc&o e confirmagéo dos isolados

As colbnias de X. albilineans crescidas em placas de Petri foram selecionadas
pela morfologia e coloragdo, confirmadas por “dot blot”, utilizando-se antissoro
especifico para X. albilineans e também por PCR utilizando-se o “primer” albl, NRPS-2,
A4-A5 proposto por Renier et al. (2007) que amplifica fragmento de 500pb. As reacoes
foram preparadas em volume final de 25 pL contendo: 2 pL de diluicdo bacteriana
(1:20), tamp&o Taq DNA polimerase 1X, 120 uM de dNTP, 2 mM de MgCl,, 0,5 uM de
cada “primer”, 1U de Taq DNA polimerase ( Invitrogen platinum). As amplificacdes

foram realizadas com um ciclo inicial de 2 min a 95°C, seguido de 25 ciclos de 1 min a
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95°C, um ciclo de 1 min a 54°C para anelamento, 1 ciclo de 1 min a 72°C e uma

extensao final de 5 minutos a 72°C.

Construcao dos “primers”

A partir de uma sequéncia genémica completa de X. albilineans (FP565176.1),
depositada no GenBank, sequéncias de microssatélites foram identificadas pelo
programa Tandem Repeat Finder (TRF). A partir das sequéncias selecionadas, 0s
“primers” foram desenhados utilizando o programa PRIMER3 (www.frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_cgi). A avaliagdo da qualidade dos “primers” desenhados foi
realizada pelo programa NETPRIMER
(www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.htmL), verificando assim a

formacéo de dimeros e loops para os “primers foward”, “reverse” e entre ambos.

Extracdo de DNA dos isolados

DNA total de cada isolado foi obtido a partir do procedimento descrito por
Hauben et al. (1997), com modificacdes. Placas de Petri contendo as colbnias de X.
albilineans crescidas por 5 dias foram lavadas e raspadas com 3mL de PBS estéril.
Posteriormente 2 mL da solugcdo de PBS com bactéria foi colocada em tubos tipo
Eppendorf e centrifugada a 10.000 g durante 10 minutos. Em seguida o sobrenadante
foi descartado e o precipitado ressuspendido com 2 mL de PBS, seguido de nova
centrifugacéo. Esse procedimento de lavagem foi repetido trés vezes. Posteriormente, 0
precipitados foi ressuspendido em 500 pL de tampé&o Tris-EDTA, tratado com 6 puL de
RNase (10 mg/mL), 5 pL de proteinase K (20 mg/mL), 6 pL de lisozima e incubado a
37°C “overnight”. Apos a incubacéo, foram adicionados 30 pL de SDS (100mg/mL) e
novamente incubado a 37°C durante 1 hora. Em seguida, foram adicionados 160 puL de
CTAB (100mg/mL) e 200 pL de NaCl (5 M), sendo a solugéo incubada por 10 minutos a


http://www.frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_cgi
http://www.frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_cgi
http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html
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65°C. Na sequéncia, trés lavagens foram realizadas para a purificagdo do DNA, sendo
a primeira e dltima, constituida de uma extracdo com cloroférmio alcool isoamil (24:1) e
a lavagem intermediaria, uma mistura de fenol:cloroférmio:alcool isoamil, (25:25:1) e
inalmente uma precipitagdo com isopropanol (60%, v/v). O precipitado foi lavado com
etanol 70% e dissolvido em 100 pL de tampéo Tris-EDTA na concentracdo de 0,5M e
pH8. A qualidade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado
com brometo de etideo (10 pg/mL), e a concentracédo obtida comparativamente, a partir

de padrées com concentragdes conhecidas (DNA do fago A).

Condicdes da PCR

Cada reacdo de microssatélite foi padronizada para um volume final de 15 pL,
contendo: 30ng de DNA, tampéo da enzima 1X, 1,2 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,2 uL
de cada primer e 1U de Tagq DNA polimerase Invitrogen. As amplificacdes foram
realizadas em termociclador MyCicle (Bio-Rad) com ciclo de desnaturacédo inicial de 5
min a 95°C, seguido de um programa “touchdown” de 10 ciclos de 40s a 95°C, 30s a
68°C e 30s a 72°C, reduzindo 1°C a cada ciclo, seguido de 30 ciclos de 40s a 95°C, 30s

a 58°C, 30s a 72°C e uma extensao final de 5 min a 72°C.

Eletroforese e deteccado do polimorfismo

A eletroforese foi realizada em géis desnaturante poliacrilamida 6%, e o
polimorfismo visualizado por meio da coloracdo com prata, seguindo o procedimento

proposto por Creste et al. (2001).
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Analise dos locos microssatélites

Fragmentos amplificados foram avaliados para presenca (1) e auséncia (0) de
alelos em cada loco para cada um dos 44 isolados. A similaridade genética entre
todos os isolados foi calculada de acordo com o coeficiente de Jaccard. As relagdes
entre os isolados foi avaliada com a analise genética em cluster, pelo “unweighted
pair-grouping with arithmetic average (UPGMA) clustering”, e os resultados plotados
em um dendrograma pelo programa NTSYS-PC verséo2.0j (Exeter Soft- ware,
Setauket, NY, USA). Andlise “bootstrap” (EFRON, 1981), baseado no método Dboot
software, com 1000 reamostragens, foi usado para verificar se o numero de
marcadores SSRs polimérficos foi suficiente para fornecer estimativas de distancia

precisas entre os isolados (TIVANG et al., 1994).

Avaliacdo da variabilidade patogénica

A variabilidade patogénica dos 44 isolados de X. albilineans foi avaliada na
cultivar SP78-4467 que é utilizada como padréo de susceptibilidade para X. albilineans
pelo Centro de Tecnologia Canavieira (Dabbas et al., 2006). As canas foram
multiplicadas na biofabrica do Centro de Cana-IAC e certificadas para auséncia de X.
alblilineans por PCR, utilizando-se os “primers” descritos por Renier et al. (2007)

As plantas aclimatadas em casa-de-vegetacdo por 30 dias foram transferidas
para vasos de 5L contendo uma mistura de solo, areia e substrato (Tropstrato, da
marca Vida Verde) na proporcgéo de 3:1:1.

Um experimento em casa de vegetacao do Centro de Cana foi estabelecido para
avaliar a expresséo de sintomas de cada isolados de acordo com metodologia proposta

por Champoiseau et al. (2006b), com modificacdes. Plantas da cultivar SP78-4467,
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produzidas in vitro e aclimatadas, com quatro meses de idade, foram inoculadas com
suspensdo bacteriana contendo 10® UFC/mL (ODggo- 0,4), por meio da técnica de
decaptacdo, como descrito por Rott et al. (1997), com modificacbes. Para realizar a
decaptacdo utilizou-se bisturi cuja lamina foi previamente mergulhada na suspenséo
bacteriana e logo em seguida 100 yL da mesma suspensao foi aplicado na regido do
corte. Depois de cada corte, as laminas do bisturi eram trocadas por laminas estéril
para evitar contaminacdo cruzada das plantas. Plantas controle inoculadas com agua
destilada estéril foram incluidas no experimento para avaliar qualquer contaminacao
cruzada de ocorréncia natural, além de comprovar que as plantas inoculadas nao
apresentavam contaminagcdo prévia. Apoés a inoculacdo a irrigacdo foi suspensa
durante quatro dias com o objetivo de induzir estresse nas plantas, facilitando assim a
invasdo da bactéria.

O delineamento estatistico utilizado foi blocos casualizados, constituido por nove
blocos com uma repeticdo, cada unidade amostral foi constituida por uma planta.

Passados 30 dias da inoculacao foi realizada a avaliacdo da patogenicidade dos
isolados a partir de uma escala de notas variando de 1 (sem sintoma) a 8 (sintoma
muito avancado), elaborada nesse trabalho seguindo observagbes visuais da
sintomatologia da doenca ao longo de seu desenvolvimento; onde 1= sem sintomas, 2=
inicio de clorose com pequenas linhas necréticas no limbo foliar, podendo ocorrer
pequenas estrias brancas, 3= manchas cloréticas, podendo ocorrer uma ou duas estrias
finas e brancas no limbo foliar ao longo de toda a extensao da folha paralela a nervura
principal, 4= 3 a 5 finas estrias brancas em toda a extens&o no limbo foliar e paralelas a
nervura principal, 5= 5 ou 6 linhas brancas, podendo ocorrer linhas mais largas, 6=
Linhas ou estrias brancas, podendo ocorrer faixas brancas largas e inicio de necrose no
bordo das folhas (geralmente necrose pontual), 7= mais de 6 linhas brancas, faixas
brancas e necrose na extensdao lateral da folha, e 8= muitas linhas brancas e formacéao
de faixas brancas largas e necrose muito avancada nas folhas e presenca de brotos

mortos (Figura 4).
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Os dados obtidos pela avaliacdo foram transformados em logaritimo da (nota+1)
e analisados pelo programa SAS, utilizando o teste “t” (LSD = least significant
difference) a 5% (p<0,05).

Associacdo das médias fendtipicas e das marcas genotipicas

Para essas analises, as 44 médias fenotipicas transformadas (fen6tipo = média
de logaritmo(nota+1), de cada um dos 44 acessos, foram confrontadas com as 54
marcas genotipadas com valores zero para auséncia e um para presenca da banda.

Para avaliar o efeito de associacdo simples, foi inicialmente calculado a
frequéncia e a média em cada um dos valores, x=0 (auséncia da banda) e
x=1(presenca da banda), respectivamente para cada um dos 54 alelos. A significancia
da diferenca entre as médias (p<0,10) foi avaliada por regressdo linear simples
(y=a+bx), em que y representam as médias fenotipicas transformadas e x € zero ou um.
Ou seja, a significAncia da regresséao indica que b € diferente de zero e expressa quanto
a média se altera quando para de x=0 para x=1.

Como os alelos podem segregar de forma independente ou nédo, os efeitos de
marcas simples podem ficar inter-relacionados e é interessante verificar os efeitos de
associacdo simultdnea. Para isso, foi utilizado um programa de regressdo linear
multipla, com processo de selecao simultanea das marcas (p<0,05), usando o método
“stepwise”. Selecionadas as marcas simultaneas, foi usado um programa de regressao
multipla para obter os efeitos ajustados de cada alelo (ou marca) selecionado e o
coeficiente de determinacdo, R2, que expressa 0 quanto essas marcas explicam da
variacdo do fenadtipo.
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[ll. RESULTADOS

Confirmacao dos isolados obtidos

Os 44 isolados utilizados neste trabalho tiveram sua identidade confirmada tanto
por “dot blot” (dado ndo mostrado) como por PCR (Figura 1), provando-se com as duas
metodologias, tratarem-se de X. albilineans, mostrando-se que os dois métodos sdo
eficientes para deteccdo do patégeno. No caso do “dot blot”, além dos 44 isolados de X.
albilineans, foram aplicados também como controles negativos amostras de outras
bactérias endofiticas de cana-de-acucar (Leifsonia xyli e Glucanocetobacter

diazotrophicus), agua e PBS.

Figura 1: Gel de agarose 1,2% contendo produto de PCR de todos os isolados para confirmagao.

M: marcador de tamanho molecular de 500pb, C (-): controle negativo e C(+): controle positivo.

Analise das sequéncias microssatélites

A partir de uma sequéncia gendmica completa de X. albilineans (PIERETTI et al.,
2009), acessada pelo GenBank (FP565176.1), sequéncias de microssatélites foram
buscadas pelo programa “Tandem Repeat Finder” (TRF). Essa busca resultou em um
total de 429 sequéncias microssatélites com motivos que variaram de 1 a 210
nucleotideos com repeticbes que variaram de 2 a 27 . Desse total foram utilizadas 16

sequéncias, escolhidas com base no tamanho dos motivos e niumero de repeticao,
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sendo selecionadas as sequéncias com tamanho e numero de repeticdes
intermediarios. Duas das 16 sequéncias tiveram seus motivos sobrepostos.

Entre as 16 sequéncias escolhidas, a repeticdo mais frequente foi
hexanucleotideos, representando 33% das sequéncias obtidas, seguido de
trinucleotideos (26%). Foram selecionadas também sequéncias com nove (6%), 12
(6%), 18 (13%) e 36 (6%) motivos repetidos. Do total das sequéncias obtidas, 12 séo
sequéncias de microssatélites puras, e quatro apresentaram microssatélites com
motivos interrompidos, ou seja, sdo sequéncias interrompidas em alguma regido por
motivos n&o repetidos.

As repeticbes dos motivos trinucleotideos encontrados variaram de 8 a 14 vezes.
Microssatélites com motivos hexanucleotideos foram observados repetindo desde cinco
até 11 vezes. As sequéncias microssatélites que apresentaram motivos maiores que
hexanucleotideos apresentaram repeticdes que variaram de 7 a 23 vezes.

A partir das sequéncias contendo regides microssatélites, foram desenhados 15
pares de “primers”.

Todos os “primers” foram capazes de amplificar alelos nitidos. Dos 15 “primers”
sintetizados 12 foram polimoérficos, e trés monomoérficos. O total de alelos polimérficos
foi 54, com média de 4,5 alelos por loco. O maior niumero de alelos foi obtido com o loco
IACXa02 (12 alelos), e o menor nos IACXa05, IACXal5 e IACXal6 (2 alelos). A Tabela
2 apresenta em detalhes, as caracteristicas dos “primers” obtidos.

Diversidade genética dos isolados de Xanthomonas albilineans

A caracterizacdo molecular dos 44 isolados de X. albilineans realizada a partir
dos 54 alelos obtidos com os 12 locos microssatélites polimorficos revelou a existéncia
de variabilidade genética entre os isolados.

Conforme pode ser observado no dendrograma (Figura 3) foi possivel reunir os

44 isolados em dois grandes grupos distintos. O grupo 1 foi constituido por 30 isolados,
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sendo estes provenientes das quatro regides estudadas (AL, GO, MG e SP), e o grupo
2 reuniu 11 isolados, os quais foram originarios apenas dos estados de Alagoas e Sao
Paulo. Os isolados Xa35 (Ribeirdo Preto) e Xa4 (Santa Adélia) mostraram-se distantes
de todos os demais, apresentando-se como “outgroup”. O mesmo ocorreu com O
isolado IBSBF1374, representado como isolado “tipo” de X. albilineans proveniente das
llhas Mauricio.

Analisando o dendrograma, observa-se que dentro do grupo 1, os marcadores
SSR utilizados néo foram capazes de detectar polimorfismo entre alguns isolados, os
quais apresentaram 100% de identidade, tais como os isolados de Ribeirdo Preto :
Xal, Xa27, Xa28, Xa29 e o isolado de Aracatuba: Xa22; entre os isolados Xa38 e Xa39
provenientes de Minas Gerais; como também entre os isolados Xa40, Xa44
provenientes de Macei6-AL e Xall proveniente de Conchal-SP.

N&o foi possivel agrupar os isolados por estados e/ou regido de procedéncia. Tal
fato pode ser explicado pelo intenso fluxo de canas infectadas assintoméaticas dentro
das principais regides canavieiras do Brasil, contribuindo assim para a disseminacao do
patogeno e favorecendo o fluxo génico entre populacdes de X. albilineans.

A partir da matriz de similaridade genética, péde-se verificar que a menor
similaridade observada foi de 0,3 entre os individuos Xa4 e Xa36 provenientes
respectivamente dos municipios de Santa Adélia e Valparaiso, ambos do estado de Sao
Paulo; e a maior similaridade observada foi 1,0; valor encontrado entre 10 isolados de

X. albilineans. A similaridade genética média estimada foi 0,6.
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Diversidade patogénica dos isolados de Xanthomonas albilineans

A agressividade dos isolados de X. albilineans foi avaliada na cultivar de cana-
de-acUucar SP78-4467, considerada suscetivel para a doenca em estudo. Apés 30 dias
da inoculacéo, todas as plantas inoculadas apresentaram sintomas de Escaldadura, os
quais foram avaliados de acordo com a escala de notas elaborada neste trabalho
seguindo observacgdes de padrdes de sintomas visuais (Figura 4).

Analise estatistica realizada pelo teste “t” (LSD) mostrou que ha diferenca
significativa (p<0,05) de agressividade entre os diferentes isolados avaliados (Tabela 3).
Dos 44 isolados avaliados, Xall coletado em Conchal-SP, apresentou maior
agressividade patogénica enquanto que o isolado Xa21, proveniente de Aracatuba/SP,
apresentou menor agressividade patogénica. O isolado tipo IBSBF1374, proveniente
das Ilhas Mauricio, foi classificado entre os trés isolados menos agressivos.

Ao se comparar o dendrograma com os resultados gerados pelo teste ‘t'(LSD),
verifica-se que o grupo 1 reuniu maior proporcéo (14) de isolados agressivos do que 0

grupo 2 (5 isolados).
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Figura 4: Escala de notas para avaliacdo de sintomas de Escaldadura das folhas. A: Nota 1-Sem
sintoma. B: Nota 2- inicio de manchas cloréticas, podendo ocorrer pequena estria branca no limbo foliar.
C: Nota 3 - Linhas cloréticas, podendo ocorrer uma ou duas estrias finas e brancas no limbo foliar ao
longo de toda a extensédo da folha paralela a nervura principal. D: Nota 4 -3 a 5 finas estrias brancas em
toda a extenséo do limbo foliar e paralelas a nervura principal. E: Nota 5 - 5 ou 6 linhas brancas no limbo
foliar ao longo de toda a extens@o da folha, podendo ocorrer linhas mais largas. F: Nota 6 - Linhas ou
estrias brancas, podendo ocorrer faixas brancas largas e inicio de necrose no bordo das folhas
(geralmente necrose pontual). G: Nota 7 - mais de 6 linhas brancas, faixas brancas e necrose na
extensdo lateral da folha. H: Nota 8 - muitas linhas brancas, formacao de faixas brancas largas, necrose

muito avancada nas folhas e presenca de brotos mortos.

Tabela 3: Médias para agressividade utilizando teste “t"(LSD) para os 44 isolados de X. albilineans
utilizados no estudo.

Isolado Regido Estado Médias=log(nota+1)
Xal Ribeirdo Preto Séao Paulo 1,89 BCDEFGHIJK
Xa2 Santa Adélia Séao Paulo 1,78 CDEFGHIJKL
Xa3 Santa Adélia Séo Paulo 1,60 [JKLMN

Xa4 Santa Adélia Séo Paulo 2,05 AB

Xab Conchal S&o Paulo 1,58 JKLMN

Xa6 Goianésia Goias 1,86 ABCDEFGH
Xa7 Goianésia Goias 1,76 CDEFGHIJKL
Xa8 Goianésia Goias 1,91 ABCDEF

Xa9 Ribeirdo Preto Séao Paulo 1,67 FGHIJKLM

Xal0 Indiara Goiés 1,70 EFGHIIKLM
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Xall Conchal Séo Paulo 2,07 A

Xal2 Conchal Séo Paulo 1,89 ABCDEFG

Xal3 Conchal Séo Paulo 1,80 BCDEFGHIJK

Xal4 Conchal Sao Paulo 1,70 EFGHIJKLM

Xalb Macei6 Alagoas 1,77 CDEFGHIJKL

Xal6 Macei6 Alagoas 1,86 ABCDEFGH

Xal7 Maceio Alagoas 1,77 CDEFGHIJKL

Xal8 Maceio Alagoas 1,86 ABCDEFGH

Xal9 Maceio Alagoas 1,84 ABCDEFGHI

Xa20 Pindorama Sao Paulo 1,90 ABCDEFG

Xa2l Aracatuba Sao Paulo 1,33N

Xa22 Aracatuba Sao Paulo 1,55 KLMN

Xa23 Aracatuba Séo Paulo 1,60 IJKLMN

Xa24 Vargem Grande do Sul Séo Paulo 1,83 ABCDEFGHIJ

Xa25 Mococa Séo Paulo 1,88 ABCDEFG

Xa26 Mococa Séo Paulo 1,63 GHIJKLM

Xaz27 Ribeirdo Preto Sao Paulo 1,58 JKLMN

Xaz28 Ribeirdo Preto Séo Paulo 1,60 HIJKLM

Xa29 Ribeirdo Preto Séo Paulo 1,82 ABCDEFGHIJ

Xa30 llhas Mauricio Africa 1,54 LMN

Xa3l Piracicaba Séo Paulo 1,68 FGHIJKLM

Xa32 Araras Sao Paulo 1,82 ABCDEFGHIJ

Xa33 Piracicaba Sao Paulo 1,73 DEFGHIJKLM

Xa34 Ribeirdo Preto Sao Paulo 1,75 CDEFGHIJKLM

Xa35 Lins Séo Paulo 1,70 EFGHIJKLM

Xa36 Valparaiso Sao Paulo 1,90 ABCDEF

Xa37 Piracicaba Sao Paulo 2,05 AB

Xa38 Conceigéo das Alagoas Minas Gerais 1,78 CDEFGHIJKL

Xa39 Conceigéo das Alagoas Minas Gerais 1,78 CDEFGHIJKL

Xa40 Maceio Alagoas 1,99 ABC

Xadl Maceio Alagoas 1,98 ABCD

Xad2 Maceio Alagoas 1,94 ABCDE

Xa43 Maceio Alagoas 1,49 MN

Xad4 Macei6 Alagoas 1,76 CDEFGHIJKL
F =2,86*

CV =15,89 Meédia = log(nota+1). Medidas seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste “t”

(LSD) (p> 0,05), * (p< 0,05).

Também considerando patogenicidade, observa-se tendéncia de agrupamentos

independentemente da regido de procedéncia, tal como o0 agrupamento entre os
isolados Xall, Xal2, Xa40 e Xad4; Xa8, Xa20, Xadl e Xad2; Xa6 e Xa32. E

interessante notar que embora os isolados Xal, Xa27, Xa28 e Xa29 provenientes de

Ribeirdo Preto e o isolado Xa22 proveniente de Aracatuba tenham apresentado 100%

de identidade genética quando caracterizadas pelos marcadores microssatélites, eles
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variaram quanto a patogenicidade, existindo isolados de patogenicidade alta (Xa29),
meédia (Xal) e baixa (Xa22, Xa27 e Xa28).

Associacdo das médias fendtipicas e das marcas genotipicas

As notas fenotipicas atribuidas a partir da escala de notas e a genotipagem das
54 marcas (alelos) polimérficas avaliadas estdo na Tabela 4.

Na média geral verifica-se que ndo houve diferenca significativa entre a diferenca
das médias gerais com a auséncia de marcas (1,7575) versus com a presenca
(1,7464); ou seja; na maior parte dos locos ndo houve associagdo significativa entre
marcas e nota fenotipica. Por outro lado, na andlise marca por marca, via regressao
linear simples, houve diferenca (p<0,10) para as marcas 16 e 50 (embora este ultimo,
com apenas um isolado com presenca da marca). Portanto, entre as 54 marcas
avaliadas, pelo menos duas mostram associa¢cao com o fendtipo.

A analise de regressdo com todas as marcas simultaneamente, via método
‘stepwise’, também selecionou as marcas 16 e 50, como associadas (p<0,05), e a

equacdao da regressao linear dupla obtida foi:

Fendtipo = 1,74029 + 0,11346 y16 + 0,30971 y50 (R? =0,1596; p=0,03).

Ou seja, o0 modelo de marcas simultaneas mostra coeficiente de determinacéo
de 15,96%,significativo(p<0,05) e as presencas das marcas 50 e 16 sédo no sentido de
aumentar a resposta esperada do fenétipo (maior nota). Com a presenca da marca 50
tem—se que a resposta fenotipica média esperada aumenta 0,36;(embora essa marca
s6 ocorra no acesso 2256, proveniente de Santa Adélia, Sdo Paulo). Ao se excluir o
isolado 2256 do modelo, tem-se o efeito simples ajustado da marca 16, e a equacao

fica;
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Fenétipo = 1,74029 + 0,11346 y16 (R? =0,0879; p=0,05).

Portanto, a marca 16 responde por 8,79%, enquanto que ambas (16 e 50),
respondem por 15,96%, das variacdes do fenoétipo. A presenca da marca 16 faz a nota
meédia esperada aumentar de 0,12. Quando se consideram as duas marcas, espera-se

que a nota média fenotipica aumente: 0,36+0,12= 0,48.(ou seja, quase meio ponto).

Tabela 4 : Frequéncia da auséncia e da presenca das marcas genotipicas e respectivas médias
fenotipicas, transformadas em log(x+1), em cada um dos 54 locos polimérficos, avaliadas com os 44
acessos.

Primer Marca Auséncia Média Presenca Média

IACXa2 1 43 1,7649 1 1,9000
2 43 1,7658 1 1,8600
3 41 1,7651 3 1,7800
4 41 1,7624 3 1,8433
5 39 1,7802 5 1,6720
6 40 1,7705 4 1,7425
7 40 1,7710 4 1,7375
8 37 1,7600 7 1,8100
9 35 1,7657 9 1,7767
10 42 1,7686 2 1,7550
11 42 1,7681 2 1,7650
12 43 1,7681 1 1,7600

IACXa3 13 43 1,7695 1 1,7000
14 42 1,7717 2 1,6900
15 41 1,7661 3 1,7933
16 36 1,7489° 8 1,8537°
17 36 1,7767 8 1,7287



IACXa 5

IACXa 6

IACXa 7

IACXa 8

IACXa 10

IACXa 11

IACXa 13

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

33
34
35

37
38
39
40
41
42
43

27
42
41

42
43
42
16
33

42
43
43

39
11
39
43
42

42
43
43
42
43
42

1,7704
1,7638
1,7761
1,7200
1,7702
1,7733
1,7745
1,7563
1,7576
1,7950
1,7667
1,7733
1,7698
1,6150
1,7672
1,7864
1,7615
1,7698
1,7614
1,7980
1,7655
1,7733
1,7732
1,7693
1,7663
1,7662

28
11
42

42

33

N

39

N BN RN

1,7641
1,8550
1,6567
1,7702
1,7200
1,5400
1,6300
1,7746
1,7991
1,7667
1,7950
1,5400
1,6900
1,7524
1,7740
1,7618
1,8180
1,6900
1,9050
1,7641
1,8200
1,5400
1,5400
1,7400
1,8400
1,8050

44
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44 34 1,7532 10 1,8180
45 16 1,7906 28 1,7550
IACXa 14 46 43 1,7733 1 1,5400
47 43 1,7684 1 1,7500
48 34 1,7635 10 1,7830
49 13 1,7823 31 1,7619
50 43 1,7614° 1 2,0500%
IACXa 15 51 1 1,5400 43 1,7733
52 43 1,7733 1 1,5400
IACXa 16 53 1 1,5400 43 1,7733
54 43 1,7733 1 1,5400
média 1,7575 1,7464

Obs: letras diferentes na linha (p<0.10).

IV. DISCUSSAO

A analise do genoma de X. albilineans revelou a existéncia de um grande
namero de sequencias simples repetidas (SSRs) que variam na composicéo, tamanho
e repeticdo do motivo. Um total de 429 repeticbes em tandem foram encontradas, as
quais variaram de 1 a 210 nucleotideos, com numero de repeticdo variando de 2 a 27.
Todos os “primers” desenhados para amplificar motivos variando de 3 a 36 bases
amplificaram fragmentos nitidos e escoraveis, os quais foram eficientes para acessar a
diversidade genética dos diferentes isolados de X. albilineans estudados. Até o
momento, este € o Unico relato de caracterizacdo de isolados do género Xanthomonas

com marcadores SSRs.
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A utilizacdo de marcador molecular SSR para bactéria fitopatogénica € um fato
pouco comum, registrado uma unica vez em 2001 por Coletta-Filho et al. na avaliacédo
da diversidade genética de Xylella fastidiosa de diferentes hospedeiros. Neste trabalho,
um total de 67 repeticdes em tandem foram identificadas, com motivos variando de 3 a
33 nucleotideos, sendo que nove delas foram utilizadas no desenvolvimento de
“primers” SSRs. A comparacdo com marcadores RAPD revelou que para X. fastidiosa
dos citros os SSRs foram mais informativos, com valor de diversidade genética igual a
0,83, enquanto que para RAPD a diversidade genética maxima foi de 0,12. Com isso,
0s autores afirmaram que os marcadores SSR sdo uma ferramenta de alta resolucdo
para analise epidemiolégia, genética e ecoldgica para cepas de X. fastidiosa de citros.
Segundo esses autores, os SSRs também tem a vantagem de poder ligar regibes
gendmicas hipervaridveis produzidas como resultado de variagbes na composicao de
sequencias e atividade da DNA polimerase.

Desde entéo, outros trabalhos foram desenvolvidos visando a caracterizacdo de
outras espécies de bactérias ndo fitopatogénicas, como Nisseria meningitidis
(YAZDANKHAH et al, 2005), Mycobacterium tuberculosis (LE FLECHE et al, 2002),
Salmonela enterica (LIU et al, 2003). Uma vez que as repeticbes em tandem sé&o
sequencias de DNA hipermutaveis, tem sido proposto que elas representam a principal
fonte de diversidade genética para muitas bactérias patogénicas, por isso essas
sequencias tem despertado crescente interesse. O sequenciamento de genomas
completos microbianos oferecem novas oportunidades para investigar a evolucado dos
SSRs em genomas pequenos.

Mrazek et al., 2007 analisaram a abundancia de SSRs em mais de 300 genomas
procariotos e identificaram caracteristicas importantes entre os genomas estudados, 0s
quais foram bastantes distintos em relacdo as tipos de SSRs encontrados. Longos
SSRs (LSSRs) compostos por motivos de 1 a 4 nucleotideos em tandem, sao
geralmente encontrados em parasitas obrigatérios com genomas reduzidos. Em
contraste, LSSRs com motivos grandes, com 5 a 11 nucleotideos sdo encontrados
principalmente em organismos nao patogénicos ou oportunistas, com genomas de

ampla dimensédo. Segundo os autores, comparagbes de SSRs de comprimentos
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diferentes sugerem que LSSRs compostos por motivos de 1 a 4 nucleotideos séo
provavelmente mantidos por selecdo. Field & Wills, (1998) relataram que em
organismos procariotos, repeticdes longas ndo ocorrem em abundancia no genoma,
com excecao de algumas extremamente longas, as quais fogem completamente do
comprimento que € esperado de ocorréncia ao acaso. LSSRs, com elevado nimero de
repeticdes perfeitas, sdo mais provaveis de revelarem polimorfismos, devido a alta taxa
de escorregamento na amplificacdo do DNA ou crossing-over desigual. Dessa forma,
varios estudos tem mostrado que o numero de repeticdes é um bom indicativo do nivel
de variabilidade genética (GOLDSTEIN & CLARK, 1995). De fato, apesar do grande
namero de repeticdes em tandem observada no genoma de X. albilineans, apenas 16
apresentaram numero de repeticbes suficientes para permitir uma boa analise da
diversidade, visto que, segundo a literatura, para um bom desenho de primer, deve-se
explorar sequéncias com no minimo, oito repeticdes perfeitas em tandem (DUTECH et
al., 2007).

Os marcadores SSRs utilizados neste trabalho revelaram que existe variabilidade
genética entre os 44 isolados de X. albilineans coletados em diferentes regides
canavieiras do Brasil, porém ndo foi possivel agrupar os isolados por estado e/ou
regido de coleta. Diversos trabalhos tem demostrado a ocorréncia de diversidade
genética entre isolados de X. albilineans no Brasil e outros paises. Silva et al. (2007),
utilizaram rep-PCR para avaliar a existéncia de diversidade genética entre 50 isolados
de X. albilineans provenientes de éareas comercias do estado de S&o Paulo.
Similarmente ao presente trabalho, os resultados obtidos pelos autores demonstraram a
existéncia de diversidade genética entre os isolados os quais foram separados em trés
grupos. Porém, ao contrario do presente trabalho, os autores observaram que houve
tendéncia de agrupamento dos isolados conforme regido de coleta, o que pode ser
explicado pelo fato de que todos os isolados foram provenientes de um mesmo estado.

Rott et al. (1994), estudaram 215 cepas de X. albilineans provenientes de 28
diferentes localidades do mundo e identificaram trés grupos de sorotipos diferentes:
Sorotipo | que consiste no maior grupo, formado por cepas de varias localidades

geograficas, tais como Australia, E.U.A., Guadalupe, India, llhas Mauricio e Sul da
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Africa; Sorotipo Il que contém apenas cepas africanas e sorotipo Ill que é o menor
grupo, constituido por Ilhas do Caribe. Alvarez et al. (1996) utilizaram sete tipos de
anticorpos monoclonais especificos bem como “fingerprint” de DNA gendmico para
comparar 38 cepas de X. albilineans provenientes de 13 paises diferentes. Com base
na similaridade das reacdes sorologicas das bactérias, os autores identificaram 3
grandes grupos formados por 8 subgrupos, sendo que 0s agrupamentos soroldgicos se
correlacionaram fortemente com os agrupamentos baseados no DNA. Os grupos de
cepas que foram genetica e sorologicamente relacionados, ndo necessariamente foram
coletados em locais proximos, sendo que a maioria das cepas que se agruparam foram
coletadas em regides distantes. Esses dados corroboram com os resultados obtidos no
presente trabalho, no qual ndo foi possivel agrupar os isolados conforme local de
coleta.

Lopes et al.(2001) utilizaram rep-PCR para analisar a diversidade em X.
albilineans e por meio de “primer” BOX eles agruparam os isolados em cinco grupos,
sendo a maioria deles agrupados conforme o pais de origem. Tsushima et al. (2006),
compararam a variabilidade genética nos genes gyrB e rpoD em 21 cepas de X.
albilineans provenientes de Okinawa (Jap&o) e outras 10 cepas provenientes de outros
paises. Os autores verificaram que a diversidade genética para os genes gyrB e rpoD
foram dependentes da regido geografica dos isolados, com isolados de regibes mais
distantes geograficamente exibindo maiores distancias genéticas. Tanto os resultados
obtidos por Lopes et al. (2001) quanto os resultados obtidos por Tsushima et al. (2006)
corroboram com os resultados obtidos neste estudo, no qual o isolado coletados nas
llhas Mauricio (IBSBF 1374) manteve-se como um grupo distinto, separado dos
isolados brasileiros. Esses resultados merecem atencédo especial no intercambio de
germoplasma entre paises, fator que dificulta a entrada de novos variantes do
patdgeno.

Rott et al. (2010) afirmaram que a introdugdo ou o desenvolvimento de novas
cepas de X. albilineans pode ser o motivo da quebra de resisténcia varietal para
Escaldadura das folhas, ressaltando com isso a importancia do conhecimento da

diversidade genética desse patdégeno. Em 1996, surtos de Escaldadura ocorreram pela
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primeira vez na Guatemala, Louisiana, México e Texas, porém ocorreram surtos em
locais onde a doenca ja era endémica como Florida e Ilhas Mauricio, 0 que levou a
Davis et al. (1997) afirmarem a possibilidade da ocorréncia de novas variantes do
patébgeno, decorrentes, tanto de mutacdo de cepas ja estabelecidas, como pela
introducdo de cepas exoticas.

De acordo com Schaad et al. (2001), a variacdo genética de X. albilineans pode
estar associada com os fatores que governam a disseminacdo do patégeno de uma
planta para outra na natureza, bem como as condigdes ambientais e o intercambio de
material genético no plasmideo. A propagacao aparente de X. albilineans por meios
aéreos, ao contrario da difusdo usual por meios mecanicos, foi encontrada, sugerindo
que as diferencas na transmissibilidade podem também serem associadas com a
variagdo intraespecifica (1997).

No presente trabalho, os isolados também diferiram quanto a patogenicidade,
tendo sido possivel identificar isolados de agressividade média, intermediaria e alta,
sendo que alguns deles, com graus variados de patogenicidade, mostraram-se
indénticos pelos marcadores SSRs utilizados. Diferencas em patogenicidade também
foram verificadas por Champoiseau et al. (2006b) que concluiram que a patogenicidade
de X. albilineans, baseada na capacidade de colonizar canas-de-acucar ou causar
sintomas, varia de acordo com a cepa do patégeno. Esses resultados sédo corroborados
também pelos resultados obtidos por Champoiseau et al. (2006a), que por meio de
experimentos em casa de vegetacdo realizando inoculacbes de isolados de X.
albilineans em canas-de-acuUcar suscetivel e posterior avaliacdo dos sintomas da
doenca, caracterizaram ampla variagdo na patogenicidade de 75 isolados de X.
albilineans provenientes de Guadalupe — México, confirmando a existéncia de
diferentes pat6tipos de X. albilineans nessa localidade geogréfica.

No presente trabalho, um alelo, de 160pb, correspondente ao loco IACXa03 foi
amplificado exclusivamente em oito isolados, sendo que sete deles (Xa6, Xa8, Xalé,
Xal8, Xal9, Xa24 e Xa25) estdo entre os 18 isolados mais agressivos identificados.
Esse loco, representa um marcador funcional, que codifica a sintese de peptideos nao

ribossomais (non ribosomal peptide synthetase - NRPS), os quais sdo metabolitos
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secundéarios como antibiéticos, imunossupressores e toxinas produzidos por muitas
bactérias e fungos (MARAHIEL et al., 1997). Tem sido proposto que a producéo dessas
toxinas por bactérias patogénicas estd associada com sua viruléncia (BENDER &
RANGASWAMY, 1999; GUENZI et al.,1998). Em X. albilineans, sabe-se que dois genes
NRPS (alblV e alblX) estdo envolvidos na biossintese de albicidina, a qual atua como
bactericida contra uma ampla gama de bactérias gram-positivas e gram-negativas, e
provavelmente garante a Xanthomonas albilineans vantagens na competicdo contra
outras bactérias no mesmo local de invasao (BIRCH & PATIL, 1985).

Field & Willls, (1998), verificaram que marcadores SSRs funcionais estao
envolvidos com a regulacdo dos fatores de viruléncia, enquanto que, segundo Bayliss et
al.,(2004) estes marcadores sdo responsaveis por controlar a expressdo a nivel
populacional de determinantes de superficie, resultando em variacbes de fase. A
variacdo de fase é uma estratégia pela qual a bactéria facilita a selecéo do nicho e evita
0S mecanismos de resposta inume do hospedeiro, causando mudancas no fenotipo.
Dessa forma, patdgenos bacterianos exploram hipermutacfes localizadas, através do
escorregamento da DNA polimerase de sequéncias simples repetidas (SSRs) para
gerar variacdo no fendtipo e aumentar sua adaptabilidade. Esses SSRs estédo
localizados em fases de leitura ou em regides promotoras de uma série de genes,
frequentemente denominados de locos de contingéncia, cujas funcbes estao
usualmente envolvidas em intera¢des diretas com estruturas do hospedeiro (MOXON et
al., 2006; SARAUBH et al., 2011). Segundo Moxon et al.(2006), as bactérias possuem
dois principais e complementares mecanismos de adaptacdo para alteracbes no seu
ambiente: alteracdo na expressao génica (alteracdo no fenotipo sem alteracdo do
fenétipo), ou alteracdo do gendtipo. Apesar de haver claras vantagens para um
organismo possuir uma adaptacdo programada de adaptacao do fenétipo por meio da
regulacdo génica, ha varias desvantagens com relacdo a esta estratégia, visto que o
repertorio de respostas programadas € limitado. Contrariamente a percep¢do do
ambiente, as mutacdes geram diversidade em popula¢gdes pelas quais os individuos

variantes sdo selecionados. Por esse motivo, as mutagbes sao 0s principais
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determinantes do nimero de variantes dentro de uma populacdo de bactéria e portanto,
da probabilidade de que pelo menos uma célula bacteriana podera prevalecer.

A hipermutacdo localizada em locos SSRs de contingéncia ocorre em genes
bacterianos que interagem direta ou indiretamente com as moléculas do ambiente
hospedeiro. Portanto, embora a mudanca genotipica dos locos de contingéncia seja
estocastica (ndo se pode prever quando ocorrera a mudanca ou em qual bactéria
particular em que a mutacdo vai ocorrer), a variacdo fenotipica resultante nédo é
aleatdria na medida em que apenas um subconjunto de genes € hipermutavel (MOXON
et al, 2006).

Gur-Arie et al., 2000 avaliaram a abundancia, distribucéo e polimorfismo SSR no
genoma de E.coli, e também verificaram que os SSRs estéo diferentemente distribuidos
entre regides codificantes e ndo codificantes. Também verificaram que os SSRs
mostraram-se polimoérficos entre os diferentes isolados de E. coli estudados,
apresentando-se como importantes marcadores para rapida deteccdo de polimorfismo
entre locos, como também para aplicacbes praticas como deteccdo de isolados,
identificag&o de locos controlando fenétipos chaves.

Diante do exposto, este trabalho abre possibilidades para novos estudos visando

aprofundar os conhecimentos sobre este importante patbgeno da cana-de-agucar.

IV. CONCLUSOES

- H& variabilidade genética e patogénica entre isolados de X. albilineans provenientes
de diferentes regides produtoras de cana-de-acucar no Brasil;

- A variabilidade encontrada nao foi restrita a uma regido especifica;

- Isolados idénticos molecularmente para o marcador utilizado diferiram em

agressividade.
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