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RESUMO

Linhagens de Xylella fastidiosa de diferentes hospedeiros, incluindo citros, café,
péssego, videira entre outros, foram utilizadas para construir uma relacgao filogenética a partir
da andlise de seqiiéncias completas de nucleotideos do espaco intergénico 16S-23S rDNA.
Dadas as dificuldades encontradas frente ao uso dos primers utilizados para o sequenciamento
da regido genbmica em questdo, fez-se necessaria a constru¢do de novos primers baseada
em dados apds alinhamento e comparagdo com as seqiiéncias disponibilizadas pelo NCBI e
com as obtidas neste trabalho. Os “primers” propostos previamente para amplificacdo da regido
16S-23S em Xylella fastidiosa, foram também testados sem muito sucesso uma vez que
produzem fragmentos muito extensos e, para a obtencdo de seqiiéncias adequadas seria
necessario o uso de outras técnicas moleculares mais dispendiosas para obtencdo da
seqliéncia completa, o que levaria tempo e custo maiores. Os métodos utilizados tanto para
alinhamento de seqiiéncias bem como a construgdo da arvore filogenética sdo baseados no

principio cladistico.

As seqlUéncias completas do espaco intergénico obtidas, revelaram um nivel de
variacdo de bases maior do que a encontrada em sequéncias do gene 16S do mesmo
organismo (99,0 a 100%), com valores de similaridade que variam em torno de 80 a 100%. A
linhagem originada de plantas de péra, que apresentou uma maior discrepancia nos valores,

foi tomada como um grupo externo aos dos outros hospedeiros.

Baseado no cladograma apresentado, os resultados revelaram que as linhagens de
citros e café puderam ser separadas quando se usa o método cladistico de andlise, ja pela
metodologia baseada em principios fenéticos esta separacdo nao foi possivel. Foi possivel
também agrupar os isolados em trés clados principais : Grupo 01 inclui algumas estirpes de
videira, olmo, amora, e um isolado de ameixa,citros, e café; Grupo 02 inclui as estirpes
ambrosia americana e vinca e o Grupo 03 onde se encontram as demais estirpes. Dentro de
cada um dos 3 grandes grupos ainda foi possivel subdividi-los em sub-grupos menores onde
as divisbes tornaram-se mais claras separando alguns isolados onde previamente né&o

conseguiam serem separados.
Com os dados obtidos nao é possivel dizer que isolados de um mesmo hospedeiro

pertencem a um mesmo grupo filogenético, portanto outros estudos devem ser conduzidos a

fim de elucidar as relacdes existentes entre as linhagens de Xylella fastidiosa.
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SUMMARY

The phylogenetic relationships among Xylella fastidiosa isolates from different hosts
were studied, using primers specific for the 16S-23S rDNA intergenic spacer region. Strains
isolated from a wide range of host plants were studied - citrus, coffee, grapevine, elm,

periwinkle, and others.

Current methods for sequencing the 16S-23S spacer regions are laborious because of
the large fragment obtained when using the specific primers. Nevertherless, the sequences
obtained with this primers did not contribute with significant information, as only partial
sequences were obtained. It's necessary other methods to complement in order to obtain a
complete sequence of the spacer region. This methods include cloning and the use of internal
primers. In order to establish an easier method to sequencing the spacer region, were
constructed a new primer pair to facilitated the sequencing and the sequences obtained was
complete.

The 16S-23S intergenic spacer region analysis showed a higher level of variation than
that found in 16S sequences, with similarity values ranging from 80% to 100%. The pear strain,

that showed the most variable values, was used as the outgroup.

The cladogram constructed by using cladistic methods allowed the grouping of three
major clusters: the citrus-coffee-some grapevines- mulberry, the periwinkle-ambrosia, and the
others hosts. The citrus and coffee strains could be phylogeneticly separated from this method
while by the 16S sequences and the 16S-23S by the phenetic method they couldn't. A
phenogram based on similarity data is useful for observing relationships based on share
characters. However, its does not necessarily represent the evolutionary histry of the taxa. With
the cladistic approach, hypothetical genealogical relationships among Xylella fastidiosa strains

may be inferred

xiii



1. INTRODUCAO

Xylella fastidiosa é uma fitobactéria gram-negativa (Well et al., 1987), responsavel por
doencas em culturas economicamente importantes como videiras, ameixeiras, citros, café,
entre outras. Nutricionalmente fastidiosa, esta bactéria possui uma grande variedade de
hospedeiros incluindo algumas espécies de mono e dicotileddneas. Pode ser transmitida de
uma planta doente para uma sadia através de insetos vetores da familia Cicadelledae,
subfamilia Cicadellinae. Foi primeiramente identificada em 1973 causando a Doenca de Pierce

em videiras.

No Brasil, X. fastidiosa esta associada com doencas em cafeeiros e ameixeiras, mas a
mais importante economicamente é a Clorose Variegada dos Citros (CVC). A CVC foi
primeiramente diagnosticada no Nordeste do estado de S&o Paulo, mas atualmente ela se

encontra em varios outros estados do pais causando grandes perdas na economia citricola.

Estd atualmente classificada como sendo uma Unica espécie, porém apresenta
diferencas em aspectos importantes como hospedeiros, patogenicidade, velocidade de
crescimento. Dentro de um mesmo hospedeiro, as caracteristicas gendmicas podem variar de
acordo com a regido geografica em que foi isolada a linhagem estudada. Até hoje, ainda nao

foram classificados, se existirem, diferentes patovares.

A fim de elucidar as relacdes genéticas entre as linhagens, varios estudos com analises
de RAPD, RFLP, ERIC-BOX, DNA-DNA hibridizacdo, entre outras, foram utilizadas com
sucesso. Porém dados sobre as relagdes filogenéticas entre as linhagens ainda sdo muito

limitados. Alguns estudos foram realizados, porém com alguns aspectos a desejar.

Os genes rDNA sédo fundamentais para todos os organismos e 0 gene 16S é tido como

um marcador molecular para muitos estudos sobre filogenia (Woese, 1987). Andlises das



sequéncias do gene 16S rDNA sao realizadas para este proposito, porém quando se trata de
linhagens muito préximas, este nao funciona como um bom marcador, uma vez que as
diferencas nas bases ndo nos oferecem boas informacdes (Rogall et al., 1990). Em vista disto,
0 espaco entre os genes 16S e 23S tém sido uma boa alternativa para estes estudos em
organismos relativamente proximos devido a sua variagdo em extensdo e sequéncia de bases.
Pode também ser utilizado na identificacdo de organismos e, dependendo do grau de variagao
encontrado o polimorfismo pode ser usado para diferenciacdo de género e espécie.

Neste estudo foi sequenciada a regido 16S-23S de diferentes linhagens de Xylella

fastidiosa com o intuito de determinar uma relacao filogenética entre as linhagens.



2. OBJETIVOS

Os estudos sobre diferenciagdo entre linhagens de Xylella fastidiosa vém sendo
conduzidos com a finalidade de estabelecer métodos capazes de caracterizar as principais
linhagens da bactéria e possivelmente o estabelecimento de patovares. A escassez de
informacdes sobre filogenia entre as principais linhagens incentivou a realizacdo de estudos
mais aprofundados. Geralmente para tal se faz uso de seqiiéncias de DNA de genes
conservados para organismos de espécies diferentes, porém para organismos de uma mesma
espécie este ndo nos traz informagdes sendo necessario o uso de sequiéncias alternativas. O
gene 16S, muito usado, além de ser muito conservado para estudos de uma mesma espécie,
possui uma sequéncia de bases muito longa, o que dificulta o sequenciamento completo de
suas bases a ponto de obter alguma informacao. Para isto foi sequenciado a regido intergéncia
16S-23S através de um novo design de “primers” que facilitou a leitura das bases no
sequenciamento. Uma vez que nao foram comparados os principais grupos de Xylella
fastidiosa em um mesmo estudo sobre filogenia, foi proposta a realizacdo de uma analise

filogenética com as principais linhagens causadoras da doenca.

1. Caracterizacdo dos perfis de crescimento das diferentes linhagens da bactéria Xylella
fastidiosa através de curvas de crescimento “In vitro” ;

2. Andlise da regido intergénica 16S-23S (IGS) e genes adjacentes de Xylella fastidiosa
isolado 9a5c depositado no Banco de Dados, para construgdo dos “primers” para
amplificac@o da regido escolhida;

3. Estabelecer condicdes adequadas para a amplificacdo e sequenciamento da regido
IGS;

4. Através das seqliéncias de DNA obtidas, analisar a diversidade genética de X.f. de
distintos hospedeiros comparando com sequéncias IGS depositadas ho NCBFEUA de
linhagens de X.f., redefinindo um novo agrupamento;

5. Estabelecer as relag8es filogenéticas entre as principais linhagens de Xylella fastidiosa.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A problematica da CVC em citros no Brasil

A citricultura responde por uma relevante por¢do econémica no pais. O Brasil é o
segundo maior produtor de laranjas, cultura que ocupa o segundo lugar em termos de
importancia econbmica. A area de maior concentracdo esta no Estado de Sao Paulo com uma
média de 370 milhdes de caixas/ ano. Essa producdo movimenta uma quantia
aproximadamente de US$ 4 bilhGes em transacdes financeiras e gera aproximadamente 400

mil empregos diretos (Oliveira, 1999).

Nos ultimos anos a Clorose Variegada dos Citros (CVC) se tornou uma das principais
doencas do setor citricola do pais limitando a producdo e o comércio. O que mais tem
preocupado os produtores é a alta incidéncia da CVC chegando a indices de 34% da producgéo
paulista dos frutos, afetando mais de um terco dos 200 milhdes de pés de laranja do estado e
tornando improdutivas cerca de 6 milhdes delas a cada ano, provocando perdas estimadas em
R$650 milhdes no ano de 2000 (FUNDECITROS). Todas as variedades de laranja doce sdo
suscetiveis a CVC (Lee et al., 1992), enquanto que a maioria das demais espécies de citros é
tolerante ou resistente. Essa doencga esta gerando perdas significativas na producdo e afeta

principalmente a qualidade dos produtos e a economia do pais.

A principal responséavel pela doenca foi relacionada como sendo a bactéria Xylella
fastidiosa. E considerada um fitopatogeno restrito aos vasos xilematicos da planta (Wells et al.,
1987; Lee et al.,, 1993). Recentemente teve seu genoma completamente seqienciado através
de um ambicioso projeto feito por grandes laboratérios paulistas com o apoio da Fundacao de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) mostrando-nos seus genes com

caracteristicas que podem nos auxiliar na prevencao e controle das doengas por ela causada.



Apés toda a seqiiéncia ter sido revelada a comunidade cientifica, entrou em vigor o
projeto Genoma Funcional da Xylella fastidiosa cujo objetivo principal é contribuir ainda mais na
descoberta de funcdes desses genes, como fator de viruléncia e genes que possuem
caracteristicas que nos levam a crer que a bactéria possui certo grau de resisténcia a
determinadas substancias ajudando também no seu controle biologico. Fica também em aberto

a possibilidade de manipulacao genética dos genes de viruléncia e aviruléncia.

Como a citricultura € uma das principais atividades agricolas do estado, torna-se
prioritario o desenvolvimento de novas pesquisas visando o estabelecimento de procedimentos
que permitam um controle efetivo da doenca. Dadas as dificuldades para se realizar
melhoramento genético tradicional em citros, o desenvolvimento de novas variedades através
da transformacdo genética, visando resisténcia a X. fastidiosa, poderia se constituir em uma

alternativa atrativa para responder as necessidades dessa cultura.

Com o avanco de técnicas moleculares sofisticadas esta sendo possivel a
transformacéo da bactéria cuja finalidade seria anular os provaveis genes de funcao
patogénica. Outra abordagem consiste na perspectiva de controle da doenca pela ativacdo dos
mecanismos de defesa inerentes das plantas, através da aplicacdo de produtos bidticos ou

abidticos, ndo toxicos, que atuam como indutores de resisténcia.

Apesar da grande importancia econdmica desta bactéria para a inddstria citricola,
poucos estudos sdo feitos tendo em vista a dificuldade de crescimento “in vitro”. A maioria
destes estudos diz respeito as diferengas genéticas encontradas em linhagens isoladas de
diferentes hospedeiros. Apesar de pertencerem a mesma espécie, elas diferem entre si quanto
a composicdo das bases em seu cromossomo principal, bem como outras caracteristicas

fisioldgicas que nos levam a crer que possam surgir diferentes patovares futuramente.

3.1. O Género Xylella

Inicialmente quando pesquisadores diagnosticaram a causa de doengas como o mal de
Pierce’s em videiras, ameixeiras, entre outras plantas, identificaram uma bactéria limitada ao
xilema que foi classificada na familia Rickettsiaceae levando o nome de Xylemella fastidiosum,
e somente mais tarde é que se verificou que ela ndo pertencia a esse grupo. O que levou a
comprovacao desta tese foram estudos moleculares realizados que mostravam que o contetdo
Citosina-Guanina da Xylella fastidiosa varia em torno de 49.5 e 53.1 moles % e o contetdo da
Rochalimaea quintana da familia Rickettsiaceae calcula-se por volta de 38.5 moles % (Hopkins
et al., 1989). Foi entdo essa diferenca de porcentagem que demonstrou claramente que a
Xylella néo pertencia a familia Rickettsiaceae. Mais tarde, estudos de caracterizagéo

envolvendo métodos bioquimicos, soroldgicos, enziméticos, concluiram que as linhagens



formavam um grupo homogéneo, apesar de algumas diferencas encontradas. Em razéo destes
estudos Wells et al. (1987) propuseram a nhomeacao de Xylella fastidiosa sp Nov.. A partir
desta descoberta estudos foram conduzidos a fim de se desvendar caracteristicas préprias da
“nova” bactéria. Atualmente ela é considerada como membro da subdivisdo gamma, ordem
Lysobacteriales, familia Lysobacteriacea, grupo Xanthomonas, género Xylella com uma Unica

espécie.

A Xylella fastidiosa € uma bactéria do tipo bastonete, atriquio, aerdbio, apigmentado,
gram-negativa (Minsavage et al. 1994; Hill & Purcell et al. 1995; Wells et al. 1987; Timmer et al.
1983;) que foi estabelecida como causadora da Doenca de Pierce em uva (Davis et al., 1978) e
outras doencas em plantas economicamente importantes como alfafa (Goheen et al., 1973),
péssego (Willis et al, 1983), citros (Chang et al., 1993), ameixa (Raju et al., 1982), café (Lima
et al., 1998), améndoa (Mircetich et al, 1976) e outras plantas (Hartung et al., 1994; McCoy et
al., 1978; Leu et al., 1993; Hearon et al., 1980; Kostka et al., 1986; Sherald et al., 1987; Timmer
et al., 1983).

Em testes soroldgicos e bhioquimicos, possuem a capacidade de hidrolisar gelatina,
utilizar hipurato, nao fermentar a glicose, e apresentam reacéo negativa para os testes de indal,
H,S, b galactosidase, lipase, coagulase e fosfatase. Apresenta teste para catalase positivo, sdo
nutricionalmente fastidiosas e estritamente aerdbias e seu crescimento pode ser inibido com
uma concentracdo de 2,5% de CO, (Wells et al, 1987).

Medem cerca de 0,2 a 0,53mm de largura por 0,9 a 3,5mm de comprimento (Wells et al.
1984). Revelaram-se dois tipos de colbnias, opalescentes lisas e opalescentes rugosas em
diferentes linhagens (Wells, et. al, 1987). O meio liquido com culturas de Xylella fastidiosa
geralmente possui aspecto disperso com células Unicas, porém, algumas linhagens formam

agregados (Wells et. al, 1987).

A temperatura ideal para o seu desenvolvimento é de 28°C sendo portanto considerada
uma bactéria mesofilica Temperaturas extremas como 5°C e 32°C bloqueiam o crescimento da
bactéria (Feil et al., 2001).

A Xylella fastidiosa necessita de meios um tanto complexos para seu crescimento e
desenvolvimento (Wells et al., 1984). Um composto comum aos meios XF -26 e PD2 é o Citrato
trissédico e Succinato dissddico utilizados como fontes de energia da bactéria. O suplemento
em Ferro foi observado como tendo papel numa melhor promo¢do do crescimento. Os sais
inorganicos desempenham fungcées como componentes de proteinas, como o ferro que
participa da composicdo de varias proteinas enziméticas ou ndo, de citocromos; cofatores de

enzimas, como O magnésio, potassio, molibdénio; componentes de estruturas e



osmorreguladores (Barbosa & Torres, 1999). Porém as variabilidades de meio a serem usados
dependem da linhagem de bactéria usada, pois cada linhagem pode diferir quanto as suas
exigéncias nutricionais, mas conservando alguns componentes comuns necessarios ao
crescimento da bactéria. O conhecimento das composi¢cdes dos meios auxilia na compreenséo

das exigéncias nutricionais e metabolismo da bactéria.

A Xylella fastidiosa foi o primeiro fitopatdgeno a ter o seu genoma sequenciado por
completo Sabe-se que ela possui quase 2,7 milh6es de pares de bases em seu cromossomo
circular, um terco maior do que esperavam 0s pesquisadores e 0 quinto mais extenso, dos
quais 52.7% é rico em GC (Simpson et al., 2000). Dentro desse pares de bases estédo cerca de
2.900 genes dos quais muitos ja possuem func¢des precisamente descritas (Simpson et al.,

2000). Apresenta também dois plasmideos com, 51.158pb e 1285pb (Simpson et al., 2000).

Dentro destes 2.900 genes, foram detectados varios deles com fungcdo conhecida em
outros organismos que devido & homologia encontrada na Xylella sugerem que apresentem
funcdo similar. Dos genes encontrados alguns foram associados a patogenicidade (Revista
Citricultura Atual 2000), porém testes ‘in vivo’ devem ser realizados para que se possa afirmar

se estes genes estao envolvidos na patogenicidade e se sdo expressos.

Embora todas as espécies de Xylella fastidiosa estejam agrupadas em um Unico grupo,
elas diferem entre si com relacdo a hospedeiros, patogenicidade, nutricdo, velocidade de
crescimento em meios de cultura e homologia de DNA. Segundo Wells et. al (1987) o “doubling
time” entre as linhagens variam entre 0,45 dias a 1,98 dias em meio PW, j& em meio BCYE
este tempo € aumentado. As linhagens isoladas de videira, améndoa, olmo e amora séo as que
possuem um crescimento mais rapido em meio de cultura PW e o seu “doubling time” varia
entre 0,5 a 1,6 dias. Foi relatado o “doubling time” do isolado da Doenca de Pierce’'s em 9
horas (Davis et. al., 1981). Os isolados de péssego e ameixa apresentam dificuldades para se

desenvolverem em meio de cultura sintéticos (Wells et. al, 1987).

A importancia da Xylella fastidiosa estda no fato dela estar associada a infeccdo de
populacdes de frutos economicamente importantes como café, videira e citros, afetando a
producdo e o desenvolvimento destas culturas causando um prejuizo anual consideravel para
0s produtores. Esse prejuizo somente na area citricola é estimado em aproximadamente
US$100 milhdes anuais para o Brasil (Revista Pesquisa FAPESP JULHO 2000).

A infeccdo causada pela Xylella apresenta sintomas variados dependendo do tipo de
planta ela ataca, mas o0s sintomas mais comuns séo escaldadura das folhas, requeima,
nanismo, enfezamento que resulta em frutos pequenos e Clorose Variegada dos Citros (CVC)
(Beretta et al., 1996).



E considerada como uma bactéria limitada ao xilema ficando restrita a esse canal de
seiva, multiplicando-se e apenas colonizando-o, bloqueando o fluxo normal de fluido pelos
vasos da planta, e ainda ndo se tem especificado se ela produz algum tipo de reacéo
patégena. O modo como ela se fixa ao xilema das plantas é citado por Hopkins (1989) como
sendo uma adesao no interior dos vasos xileméticos conferindo a bactéria uma situacéo vital

para sua existéncia e sobrevivéncia no local por ela infectado.

O termo “xylem limited bacteria” (XLB) é usado para descrever as bactérias que séo
dificeis de serem isoladas por procedimentos bacterioldégicos padrées (Xylella. htm). Sabe-se
ainda que ela ndo é capaz de infectar o interior dos tecidos das plantas infectadas (Purcell &
Hopkins 1996). O conhecimento sobre os mecanismos de patogenicidade da Xylella fastidiosa

€ ainda desconhecido, mas grandes pesquisas estdo sendo feitas neste aspecto.

3.2. Doencgas causadas por Xylella fastidiosa

3.2.1. Clorose Variegada dos Citros

Sem duvida a principal doenca causada pela Xylella fastidiosa no Brasil é a Clorose
Variegada dos Citros. A CVC é uma doenca que ataca as culturas de laranja e também pode
ser chamada vulgarmente de “amarelinho” por se caracterizar apresentando pontos

amarelados na superficie das plantas afetadas (Rossetti & De Negri, 1990).

Ultimamente tem se tornado uma das mais importantes doencas agricolas do pais por
representar grande perda econdmica na area (Scheinberg, 2000). Ela afeta as principais
espécies doces de laranjas comerciais (Péra, Valéncia, Baianinha, Natal, Hamlin, Folha Murcha
e Bardo) (Carvalho, 1994) fazendo com que o tamanho dos frutos fique reduzido tornando-os
imprestaveis para comercializagdo “in natura” e producgdo de sucos concentrados. A doenca foi
constatada no Brasil e Argentina, onde se chama “fruta bolita” (XYLELLA. html). Relatos da
presenca de Xylella fastidiosa em culturas na Asia (Leu & Su, 1993) e Europa (Berisha et al.,

1998) demonstraram uma ampla distribuicdo desta bactéria.

Também sao afetados diferentes porta enxertos como Citrus reshni, C. sunki, C.
limonia, C paradisi x C. trifoliata (Laranjeira et al. 1998). Porém nédo foram diagnosticados os

sintomas em tangerinas comerciais como Cravo, Poncan, Tangor, Murcote.

O Brasil responde por 50% da producdo mundial de laranja, sendo o seu estado de
maior producédo o estado de S&o Paulo, seguido pelos Estados Unidos que mantém a margem
de 17% desta produc¢éo pelo estado da Fldrida.



A maior parte da producdo nacional de laranjas é destinada a fabricacdo de sucos
concentrados (70%) que pode alcancar valores anuais de lucros por volta de 1.2 a 1.4 bilhdes
de dodlares, restando, portanto uma porcao de cerca de 26% para o0 consumo interno. Em 2001,

o0 Brasil exportou cerca de 1.200 toneladas de suco concentrado (FAO.org).

Apesar do Brasil ser o maior produtor mundial de laranjas problemas como a CVC,
leprose, cancro citrico, entre outras fazem com que o controle de qualidade dos frutos seja
relativamente dificultado em funcdo do alastramento e dificil controle dessas pragas dos

pomares (Machado, 1997).

Das 200 milhGes de arvores citricas espalhadas pelo estado de Sao Paulo, 30%
mostraram-se com sintomas da CVC entre 1999 e 2000 onde a severidade e a incidéncia da
doenca também se mostraram aumentadas. Em 1996 a incidéncia de CVC na regido sul de
Minas e Norte e nordeste de S&o Paulo era de 26% e em 2001 subiu para 37%
(FUNDECITROS). A CVC também representa o maior impedimento na inddstria citricola
brasileira ocasionando perdas estimadas em até 1 bilhdo de délares decorrentes da destruicao

de arvores sintoméaticas (Quin et al., 2001).

A partir do momento em que se diagnosticou a doenca em citros, medidas foram
tomadas a fim de controlar a doenca. Comecou entdo incessantes pesquisas para o

desenvolvimento de técnicas para o controle da CVC.

O Primeiro relato de que se tém noticias sobre a CVC no Brasil data de 1987 em
pomares da regido de Tridngulo Mineiro e desde entéo tém se espalhado por regides do estado
de S&o Paulo (Lee et al., 1993). A doenca também foi diagnosticada no Mato Grosso do Sul e
arredores de Campinas (Tubelis, 1993) além de ultrapassar fronteiras do estado do Rio de
Janeiro (Lee et al., 1991), Goias, Sergipe, Santa Catarina (Tubelis, 1993), Parana (Leite et al.,
1993), e regido da Zona da Mata em Minas Gerais (Mizubuti et al., 1994).

Os sintomas nas plantas demoram a aparecer devido a natureza fastidiosa da bactéria,
mas geralmente os primeiros aparecem nas folhas, seguindo para os frutos até afetarem toda a
planta. Em pesquisas de campo foram observados que a doenca é mais severa quando atinge
plantas jovens diminuindo a severidade conforme as plantas vao envelhecendo (CVC, html),
porém quando se trata de incidéncia esta € maior em plantas mais velhas com 6 a 10 anos
chegando a indices de 48% (FUNDECITRUS). Isto provavelmente se deve ao fato do tempo de

aparecimento dos sintomas.



Os principais sintomas observados sédo clorose nas folhas maduras das copas, as
folhas apresentam-se com pontuag@es circulares e amareladas em sua face superior, e na face
inferior apresentam lesdes de cor palha, as vezes necrosadas. Com o0 agravamento da doenca,
os frutos ficam queimados pelo sol e de tamanho reduzido e endurecidos com maturagéo
precoce. Nesse estagio sdo imprestaveis para o comércio (Donadio et al., 1997; Lee et al.,
1991; Rossetti & D Negri, 1990). Em plantas j4 bastante afetadas € comum evidenciar a
presenca de ramos secos, desfolhados e com pencas de frutos mitdos.(CVC. html) Em arvores
com mais de 15 anos, estes sintomas sdo mais localizados, e raramente a arvore toda é

afetada.

Em um estudo feito por Hartung (1994) mostrou que talvez a causa mais provavel de
transmissdo da CVC seja feita originariamente de ervas daninhas ou outras culturas e levadas
até os pomares pelos insetos vetores que sdo cigarrinhas sugadoras que se alimentam do
fluido xilematico de plantas infectadas, e ao se alimentarem de outra planta sadia transmitem a

doenca & mesma.(cigar. html 2000).

As principais espécies de vetores sdo as chamadas cigarrinhas do xilema, Dilobopterus
costalimai, Acrogonia terminalis e Oncometopia facialis (Roberto et al. 1996). Nas videiras, 0
principal inseto vetor € o Graphocephala atropunctata (Hill & Purcell, 1995), mas também ha
consideracdes de que o Oncometopia nigrans e Homalodisca coagulata sejam insetos vetores,
visto que bram descobertas células de Xylella colonizando o canal alimentar destes insetos
(Brlansky et al., 1983). Recentemente novas espécies de cigarrinhas foram encontradas como
sendo vetores potenciais da C.V.C., tais como, o Bucephalogonia xanthophis que é muito
encontrada em viveiros, Plesiommata corniculada que €é muito abundante e facilmente
observada em gramineas. Outras espécies estdo sendo estudadas como sendo vetores da

CVC sao elas a Hortensia similis, Macugonalia cavifrons, Molomes cincta. (cigar. html 2000).

Segundo a Revista do Fundecitrus (ano XIV n°99) recentes pesquisas realizadas sobre
a acdo, reproducdo de vetores eficientes de transmissdo da Xylella, verificou-se que certas
espécies de cigarrinhas, como o Dilobopterus costalimamai ndo sobrevivem em ambientes
onde s6 existem plantas de citros, ou seja , necessitam de outras espécies de plantas para
completar o seu ciclo bioldégico. Esta pesquisa reforca a hipdtese de que em pomares
contaminados por Xylella fastidiosa deve haver uma outra espécie de planta hospedeira da

praga para que o ciclo do vetor de finalize.

No Estado de Sao Paulo existem cerca de 26 milhdes de plantas com sintomas de
nivel um, ou seja, s6 nas folhas e outras 68 milhdes de arvores tém os sintomas da CVC. A
regido de maior indice de casos da doenca continua sendo a regido Norte do estado seguida

das regides Noroeste e Central (FUNDECITRUS, 2001). O fato de a regido Norte ser a mais
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afetada deve-se a hipétese de que la o déficit hidrico € mais acentuado e é onde se encontra
uma populacao de cigarrinhas cinco vezes maior que na regido Sul (Revista Fundecitus n.99).
Outro fato que alguns autores também consideram seria a presenca de diferentes linhagens do
patégeno em diferentes regides resultando na diferenca de severidade e incidéncia da doenca
(Quin et al., 2001).

Apesar destes numeros terem baixado se comparado a outros estudos, os sintomas da
doenca se tornaram mais severos. O que se tém feito em relacéo frente a essas estatisticas é

fazer o manejo adequado de mudas e controle biolégico dos insetos vetores.

A incidéncia da CVC pode ser reduzida significativamente se forem removidas as
plantas jovens sintomaticas e os galhos afetados de plantas mais velhas (Derrick et al. 2000).
Dentre as técnicas de manejo mais citadas temos a utilizagdo de plantas sadias de viveiros
conhecidos e comprovadamente sem fonte de indculo e a poda das plantas de acordo com os
sintomas e a idade.(CVC. html). Uma outra técnica citada por Derrick (2000) para o controle da
CVC é baseada na poda ou remoc¢do de arvores sintomaticas em companhia dos insetos e
controle das ervas daninhas. Essa técnica tem sido usada em larga escala pelos produtores
brasileiros. Para o controle dos insetos o que se tem feito € a monitorizacdo desses insetos
como aplicacao de armadilhas adesivas amarelas, observacdes visuais, redes entomoldégicas e

controle quimico com pulverizagdes (cigar. html).

3.2.2. Mal de Pierce em Videiras

A Doenca de Pierce ou Mal de Pierce é uma doenca letal para as videiras e pode ser
amplamente difundida através de insetos vetores assim como a CVC (Hopkins et al., 1989).
Este mal foi somente diagnosticado da América do Norte a América Central e em algumas
regides na América do Sul. Esta presente em alguns vinhedos da Califérnia onde h4d uma das
maiores perdas de producéo (Albibi et al., 1998). O mal acomete algumas espécies de videira
mas algumas muscadineas e hibridos séo tolerantes ou resistentes. Assim como a CVC, o Mal

de Pierce prevalece nas estacdes de temperaturas mais quentes.

A primeira evidéncia da doenca geralmente aparece como escaldadura das folhas e
ressecamento. As folhas tornam-se cloréticas nas marginais até progressivamente necrosarem.
Isto pode ocasionar frutos improprios para a producdo de vinhos e mesmo para 0 consumo
interno. Contudo os sintomas da Doenca de Pierce pode variar de acordo com a espécie de
videira afetada (Albibi et al., 1998).
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3.2.3. Outros hospedeiros de Xylella fastidiosa

Um dos fatos mais preocupantes para a comunidade cientifica é o fato da Xylella
fastidiosa possuir uma gama de hospedeiros naturais muito extensa, podendo ser transmitida
para cerca de 100 espécies diferentes (Freitag 1951). Alguns dos seus hospedeiros séo
espécies vegetais que infestam os pomares de cultura de frutos, ndo apresentanto sintomas, o

que dificulta a identificacdo do indculo.

As linhagens de Xylella fastidiosa possuem também os hospedeiros ditos alternativos
que emergem nos conceitos sobre fonte de in6culo que afetam os pomares. Até os dias atuais
nenhum pesquisador publicou estudos relatando a relacdo entre os hospedeiros alternativos e
Xylella fastidiosa causadora da CVC, e nenhuma erva daninha foi relatada (Derrick et al.,
2000).

Em 1989 Hopkins verificou que os hospedeiros de linhagens de Xylella fastidiosa que
causa a doenca de Pierce somam-se por volta de 28 espécies de plantas incluindo mono e

dicotiledéneas sendo a maioria do tipo arbérea e perene (Purcell 1997).

Entre os hospedeiros da linhagem da videira incluem: Alfafa (Medicago sativa); Rubus
sp; Prumus amygdalus; Sambucus canadensis; Calicarpa americana; Paspalum Dilatatum;
Ampelopsis arborea, Cornium maculatum, Parthenocissus quinquefolia com presenca de
sintomas e existem também hospedeiros desta linhagem que ndo apresentam sintomas como

o caso de Montia lineares; Vinca minor; Cyperus eragrostis; Fragaria vescas (Hopkins 1989).

Outras linhagens da bactéria também hospedam plantas causando outras doencas:
Baccharis halimifolia; Ulmus americana; Solidago fistulosa; Morus rubra; Quercus ssp.; Prumus
persica; Vinca minor; Acer rubrum; Prumus spp. Plantanus occidentalis, Rhus sp (Hopkins,
1989).

Ja as espécies Montia linearis, Vinca minor, Cyperus eragrostis, Fragaria vescas, nao
apresentam os sintomas da linhagem de bactérias que causam a Doencga de Pierce; Sorghum
halapense, Ambrosia artemisiifolia ndo apresentam os sintomas causados por outras linhagens
de Xylella (Hopkins 1989).

Esses estudos feitos na Flérida em 1989 foram apenas uma pequena fracdo da gama
de hospedeiro que a Xylella possui. Atualmente conhece-se no Brasil varias espécies de
hospedeiros tidas como plantas invasoras de pomares. Por exemplo, em pomares de ameixa

sdo conhecidas as espécies Braquiaria plantaginea (capim-marmelada), Paspalum urvillei



(capim-estrada), Digitaria sp (capim-colch&o), Pennisetum clandestinun (capim-quicuio),

Richardia sp (poaia branca), Vernoia sp (assa-peixe) (Leite et al. 1997).

Outras espécies de plantas infestantes foram identificadas segundo Lopes et al. (1999)
no estado se Sdo Paulo Apaga-fogo (Alternanthera tenella), braquiaria (Brachiaria decumbens),
capim-carrapicho Cenchrus echinatus), capim-amargoso (igitaria insularis), erva de Santa
Luzia (Euphorbia hirta), erva-quente (Spermacoce latifolia), maria pretinha (Solanum
americanum), picdo Bildens pilosa),e tapoeraba (Commelina benghalensis). Porém as plantas
hospedeiras de maior importancia econémica para o0 nosso pais sao Coffea arabica e Citrus

spp. devido ao seu indice de contaminacao e perdas monetérias que representam.

Alguns outros hospedeiros relatados de Xylella fastidiosa: Oleander, carvalho,

améndoa, péssego, péra, café, Maple, amora, Olmo, Sycamore.

3.3. Variabilidade Genética

Existem muitas evidéncias da existéncia de grupos de similaridade genética em Xylella
fastidiosa, que apesar de ndo apresentar uma classificacdo intra-especifica, se espera que em

pouco tempo venham a surgir subespécies ou patovares.

Em estudos feitos por Purcell et al. (1996) a diferenciagdo é tdo clara que afirmam ser
Obvia, porém com algumas dificuldades como a probabilidade de diferentes linhagens
causarem a mesma sintomatologia em hospedeiros comuns, necessitando ser descoberto um
novo hospedeiro para a linhagem de referéncia até que se possa criar um novo patovar. Esse
estudo também relata a variacdo na gama de hospedeiros, nivel de “fastidiosidade” e
homologia de DNA. Foram realizadas andlises baseadas na técnica de RAPD, onde foi
possivel distinguir diferentes grupos de acordo com hospedeiros e fator de viruléncia: grupo do
carvalho; grupo da uva, alfafa, ambrésia americana, améndoa; grupo da amora; grupo da
ameixa; e o grupo do citros. Porém esses resultados preliminares devem ser seguidos de
comparagbes com mais linhagens da bactéria. Em um estudo anterior onde foi utilizada a
mesma técnica entre 11 linhagens de X. fastidiosa isoladas de ameixeira, amendoeira, citros,
elmo e videira os resultados foram semelhantes com excecdo da linhagem de améndoa que
compreendeu um grupo isolado separado da linhagem da videira (Pooler & Hartung, 1995). As
linhagens de café também formam um grupo isolado das linhagens de citros apesar de serem

muito semelhantes (Lacava et al., 2000).
Chen et al. (1992) propuseram um outro estudo das variabilidades genéticas usando

técnicas como RFLP em 24 linhagens de Xylella fastidiosa de 8 hospedeiros diferentes,

revelaram diferengcas entre as linhagens segundo a sua patogenicidade, requerimento

13



nutricional, e também, homologia de DNA. Para este estudo, foram usadas enzimas de
restricdo como BamHI ou Hindlll para as clivagens. O polimorfismo néo foi detectado com

duas digestbes da enzima BamHI; tornou-se necessario combinac¢des das duas enzimas.

E neste contexto que estudos moleculares apresentam papel essencial na
diferenciagdo, principalmente com a utilizagcdo de técnicas de RAPD e RFLP. Foi possivel
observar que o coeficiente de similaridade entre as linhagens de Xylella fastidiosa e da X.c.
campestris mostrou-se menor que 0.08 indicando portando uma pequena relacdo genética
entre estas duas espécies com relacdo a discriminacdo conferida pela analise de RFLP com
selecdo aleatéria de sondas gendmicas (Chen et al., 1992), comparando com Wells et al., que
ao criarem o género e a espécie em 1987 afirmaram serem bactérias relacionadas. .Em
contraste o coeficiente de similaridade entre as linhagens de X. fastidiosa foi maior que 0.58
sugerindo que todas as linhagens de X. fastidiosa examinadas pertenceriam a um mesmo

grupo homogéneo em relacao a espécies.

Andlises de coeficiente de similaridade, sdo indicativas de que as linhagens que
causam doencas em videiras, alfafa e améndoas compreenderiam um mesmo RFLP grupo.
Isto reforca o estudo sugerido por Davis et al. (1980) que a doenca de Pierce em videiras seria
causada pela mesma linhagem da bactéria, concordando com os ensaios de Chen et al.
(1995). Todas as linhagens de bactérias do grupo de doenca de Pierce (videira) mostraram
coeficiente menor que 0.61-0.69 sendo assim um grupo bem uniforme. Ao grupo das videiras
incluem-se as linhagens de ambrésia, amora. As linhagens isoladas de ameixa e olmo
compreendem um mesmo RFLP grupo préximo a vinca e distantes da videira. Wells e Raju
(1987) realizaram um ensaio que possibilitou a diferenciagdo entre as duas linhagens (ameixa
e olmo) baseado na extensdo de crescimento em meio PW. O objetivo maior desta pesquisa
feita por Chen era mostrar que pela andlise de RFLP era possivel detectar variagdes genéticas
entre as linhagens de X. fastidiosa. Em 1992, foi publicado um estudo que revelava a
diferenciacdo entre estirpes de videira por observacdo da producdo de diferentes tipos de

proteases (Fry et al., 1992).

Durante estudos realizados por Kamper et al. (1985), foram analisados véarios pontos
em questéo sobre a relacdo genética entre as linhagens de Xylella fastidiosa como composi¢éo
de DNA, peso molecular do genoma, e homologia de DNA. As linhagens analisadas foram de
ameixeira, pessegueiro, videira, vinca. Os resultados mostraram que o conteldo de C+G do
DNA das bactérias analisadas foram de 50.6 * 0.5 mol%. Estes resultados mostraram-se menor
guando comparados com o estudos prévios de Davis et al. (1981) e Wells e Raju (1984) que
apresentaram valores variando entre 52.0 a 53.1 mol% de C+G. Ja4 o peso do genoma

molecular encontrados por Kamper foi de 1.4 x 10% 0.2 x 10° e a identidade de DNA entre as
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linhagens quando comparadas a linhagem de ameixa mostrou-se 85% para a linhagem de

péssego, 97% para vinca, 75% para a linhagem causadora da doenca de Pierce.

Utilizando a técnica de RAPD para analisar a diversidade genética entre populacdes de
Xylella fastidiosa isoladas plantas citricas, verificou-se uma baixa variabilidade entre estes
isolados (Rosato et al., 1998; Lacava et al.2000). Mais tarde a fim de confirmar os resultados
prévios, foi realizado novamente um estudo sobre esta variabilidade genética dentro de um
mesmo hospedeiro e 0 que se pdde concluir € que existem duas popula¢des dentro das
linhagens de citros isoladas de diferentes regides geogréaficas do Brasil: uma formada por
linhagens isoladas da regido sul e outra por linhagens dos estados de SP e SE (Mehta et al.,
2001).

Outros estudos sobre polimorfismo genético de linhagens da bactéria Xylella fastidiosa,
constatou novamente a pequena diversidade genética entre isolados de citros e café. Uma
grande variabilidade entre os isolados de ameixa do Brasil e da América do Norte foi relatado
com indice de 0,48% de similaridade, o que classifica o isolado do Brasil no mesmo grupo do
citros e café e coloca o isolado da América do Norte juntamente com o isolado da videira do

mesmo continente (Costa et al., 2000).

Além das tradicionais técnicas moleculares usadas para diferenciacdo genética entre
linhagens de bactérias (RAPD, RFLP, etc.) ressalta-se, porém uma técnica relativamente
recente para estudos de caracterizacdo e diferenciagdo de linhagens em procariotos. Esta
técnica utiliza como principio a analise de pequenas sequencias repetidas de nucleotideos
(SSRs — Short sequences repeats) em um numero variavel de repeticées ao longo do genoma
(VNTR-variable number of tandem repeats) e também foi utilizada com sucesso para a
diferenciacdo entre linhagens de Xylella fastidiosa isoladas de citros de diferentes regides

geograficas do Brasil (Coletta-Filho et al., 2001)

Quanto ao perfil eletroforético de proteinas totais, o que encontra € uma similaridade
entre os padrdoes obtidos das linhagens isoladas de videira, ambrésia, ameixa e citros
(Rodrigues Neto et al.,, 1992). Outros estudos foram conduzidos com outras linhagens da
bactéria. O resultado obtido foi que a linhagem de péra mais uma vez mostrou-se bem
diferenciada em relagdo aos perfis de bandas obtidos. As linhagens de ameixa ndo puderam
ser diferenciadas pela andlise de proteinas totais, 0 mesmo ndo acontece com as linhagens de
citros onde a estirpe X0 apresentou padrdes diferentes em relacao as outras analisadas (Mehta
et al., 2001). Distinguiu-se portanto 6 grupos por SDS-PAGE: videira, café, X0, outras

linhagens de citros, ameixa e péra.
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3.4. O uso de rDNA como método de analise

Em 1965 Emile Zuckerland e Linus Pauling introduziram a idéia de que moléculas
poderiam ser “documentos da histéria evolucionaria” ou “crondmetros moleculares”. Uma
década depois, Carlos Woese e seus colaboradores identificaram o gene 16S rRNA e
estabeleceram para ele um papel como método padrdo, rio sé para filogenia, mas também
para identificacdo de bactérias com relagdo a familia, género e espécie (Woese, 1987). Logo
depois desenvolveram a primeira arvore filogenética baseada no gene 16S. Desde entdo, o uso
de seqliéncias de rDNA como indicadores evolucionarios, vem sendo amplamente empregado.
Hoje em dia, na era gendmica, técnicas como PCR auxiliam e agilizam a analise uma vez que,
nao requerem um cultivo “in vitro” das bactérias a serem analisadas e, portanto ganha uma

enorme vantagem das técnicas classicas de taxonomia (Woese, 1987).

A andlise das seqiiéncias das subunidades menores do rDNA, como o gene 16S, é tida
como um método poderoso e preciso para a determinagéo das relacdes intra e interespecificas.
Contudo, a diminui¢do da distancia evolutiva, e a baixa diversidade encontrada neste gene, isto
geralmente é insuficiente e, portanto a relacdo genética de espécies intimamente relacionadas

nao pode ser precisamente definida (Rogall, et al., 1990).

Em contraste as seqiéncias do gene 16S para identificacdo de bactérias, a
heterogeneidade presente na regido espagadora 16S-23S tem sido amplamente explorada
também para a identificacdo de bactérias (Tyler et al., 1995; Jensen et al., 1993). Foi
demonstrado que os polimorfismos encontrados na seqiéncia de bases e na extensdo do
espaco intergénico pode ser usado para discriminacdo entre diferentes espécies de
procariontes (Barry et al., 1991). Portanto foi proposto aos pesquisadores o sequenciamento do
espaco intergénico 16S-23S, que poderia superar este problema porque possui maiores
variagfes em seqiiéncia e extensao (Barry et al., 1991, Dolzani et al., 1995, Leblond-Bourget
et al., 1996, Navarro et al.,, 1992). Realmente a analise desta regido diferencia com sucesso
linhagens de vérios grupos de bactérias (Jeng et al., 2001; Garcia-Martinez et al., 1999, Mehta
et al.,, 2001) e o sequenciamento do espago entre os genes 16S e 23S tornou-se viavel por

comparacao.
3.5. Andlise daregido espacadora rDNA 16S-23S

O uso das sequéncias de nucleotideos da regido espacadora rDNA 16S-23S € um
método amplamente usado para estudos de variabilidade genética e filogenia entre bactérias

(Lebolnd-Bourget, et al., 1996; Garcia-Martinez, et al., 1999; Mehta et al., 2001, Jensen et al.,

1993) e vém se tornando um importante suplemento as sequencias do gene 16S (Nagpal et al,
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1998). Este espaco pode ser amplificado facilmente levando-se em conta a vantagem de

regides altamente conservadas de nucleotideos nos genes adjacentes 16S e 23S.

Entre as espécies de bactérias gram-negativas e gram-positivas Girtler (1996) reporta
gue pelo menos a metade delas carrega apenas uma Unica copia do rDNA. Em um Unico
genoma é possivel encontrar com freqiiéncia multiplas cdpias do locus genético rRNA (Jensen
et al., 1993) No genoma de procariontes, o operon rrn, tipicamente comeca com o rDNA 16S,
seguido de um espaco, o rDNA 23S, um segundo espago e o rDNA 5S com a presenca de
genes tRNA nos espacos intergénicos (Chen et al., 2000). O nimero de cbpias do gene operon
rrn no genoma bacteriano depende da raz&o de crescimento e pode ser tanto dez (10) quanto
uma cOpia apenas (Cole & Saint Girons, 1994; Kostman et al., 1992). Algumas bactérias
fastidiosas incluindo Archea, Micobacterium e Micoplasmas possuem apenas uma cépia do
rDNA. Alguns autores acreditam que bactérias que possuem poucas copias do gene operon
r, sejam mais fastidiosas do que aquelas com mais cépias (Kiss et al. 1977). Estudos citando
a relacao entre o numero de operons e velocidade de replicacdo cita a Escherichia coli, com
sete cépias do gene operon rrn, que cresce muito mais rapido que a Rickettsia prowazekii e

Mycoplasma capricolum com uma e duas copias respectivamente (Kiss et al. 1977).

O que hoje se sabe sobre o nimero de operons em Xylella fastidiosa sdo a existéncia
de dois operons (Simpson et al.,, 2001) e onde mais dois estudos relataram a presenca dos
mesmos numeros de operons rrn (Schneider & Seemuller, 1994; Chen et al., 2000). Segundo
Chen (2000) sua hipétese pode ser reforcada pelos estudos realizados com analises
enzimaticas onde foram revelados resultados que a comprovem. J& outros estudos sugerem
gue exista apenas uma coépia do operon em Xylella fastidiosa reforcado pela hipétese de que
as amplificacdes realizadas por PCR revelaram apenas uma banda quando analisada em gel
de agarose (Rosato et al.,, 1998; Mehta et al., 2001). Estes estudos devem portanto ser
reforcados a fim de mostrar-nos com fidelidade o nimero de operons existentes em Xylella
fastidiosa apesar de concordar que bactérias fastidiosas possuam menos cépias do gene

operon.

Enquanto isto em Xanthomonas campestris, foi relatado a existéncia de dois a cinco rrn
operons (Chan, 1999). As varia¢gBes encontradas entre diferentes espécies de bactérias nesta
regido possivelmente se devem ao numero e tipos de genes de tRNA presentes (Glrtler &
Stanisich, 1996).

Em Xylella fastidiosa, dois estudos foram realizados com a regido espagadora a fim de
determinar uma relagdo filogenética entre as estirpes (Metha et al.,, 2001; Hendson et al.,
2001). Estudos estes que se diferenciam pelo método usado na filogenia e também pela

escolha das estirpes analisadas.
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De acordo com estudos de Hendson et al. (2001) sobre andlise da regido 16S-23S de
diferentes estirpes de Xylella fastidiosa isoladas da Califérnia, pode-se concluir que as mesmas
podem se subdividir em 4 grupos: | - Grupos das améndoas, péssegos e amora; Il — Grupo do
carvalho; Il — Grupo do oleander; IV — grupo das videiras e algumas améndoas. Neste

experimento ndo foram inclusos os grupos de citros e café.

Quando se inclui os isolados de citros e café, os agrupamentos de diferenciam
formando apenas dois grupos distintos: | — Grupo do citros, café, ameixa, péssego e carvalho;

Grupo Il — Grupo oleander, videira e Acer macrophila (Mehta et al., 2001).

Sobre a existéncia de unidades funcionais no operon foi reportado a presenca de 3

tipos: As sequéncias BOX A, tRNA'’s, sitios de agao de ribonucleases rlll.

Em 2000, Chen fez um estudo para apresentar informagdes sobre a presenca de genes
de tRNA no espaco intergénico 16S-23S de Xylella fastidiosa e verificou a existéncia de dois
tipos de genes para tRNA, para o aminoacido alanina e para a isoleucina. Foi também
reportado a homologia dos genes e verificou-se que, entre 51 seqiiéncias disponiveis no Banco

ala

de Dados, 50% apresentavam 100% de identidade no gene tRNA“" e 48% no gene para

tRNA",

Estudos conduzidos a fim de avaliar a composi¢do deste espaco intergénico 16S-23S
da Xylella fastidiosa verificou-se que nas amplificacbes realizadas com DNA de varias
linhagens da bactéria, houve apenas um fragmento amplificado de padrdes de banda
semelhantes mostrando que nao héa polimorfismos quanto a extensado de diferentes operons
(Rosato et al., 1998). O padrao de bandas obtido pela andlise de RFLP revelou um mesmo
padrdo para as linhagens de CVC e café, mas diferentes para outros hospedeiros. Este

resultado foi confirmado por Metha (2000) quando foi seqlienciada a regido em questao.
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4. MATERIAIS E METODOS
O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular e Molecular do

Cento de Energia Nuclear na Agricultura — CENA/USP, Piracicaba — SP.

4.1. Linhagens de Xylella fastidiosa usadas e condi¢g6es de cultivo

Linhagens de Xylella fastidiosa isoladas de diferentes hospedeiros foram adquiridas da
colecdo da Fundacdo André Tosello — Campinas/SP (Tabela 01). As linhagens estédo
identificadas de acordo com a numeracdo da Fundagcdo. As amostras estavam estocadas em
glicerol a -80°C. Para o uso, elas foram retiradas do freezer -80°C. e mantidas em recipiente
com gelo até seu total descongelamento. Uma aliquota de 30ni de suspensao bacteriana de
cada linhagem foi repicada e espalhada sobre a superficie de uma placa de Petri com meio de
cultura PW agar 1,5% (Davis et al., 1981) solido e mantidas por aproximadamente 25 dias a
28°C até seu crescimento. Ap6s este periodo, as bactérias foram transferidas para tubos
Falcom estéreis de 15ml contendo 5ml de meio PW liquido e mantidas a 28°C sem agitacdo

para posterior extracdo do DNA.
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Tabela 1. Isolados de Xylella fastidiosa adquiridos da Fundac&o André Tosello utilizados neste

estudo.

9abc

CSR1

P3
MUL-1
MUL-3

ALS-BC
ELM-1
RGW-R
PCE-GG
PWT-22
PCE-FG

Citros

Café

Café
Amora
Amora

Améndoa
Olmo
Ambrosia
Videira
Vinca
Videira
Café

Videira

Macaubal, SP
Sta Rita Passa Quatro,
SP,
Pindorama, SP
Massachussetts, USA
Massachussetts, USA
Califérnia, USA
Washington, USA
Florida, USA
Califérnia, USA
Florida, USA
Flérida, USA
Marilia, SP
USA

IAC

CCT*6738

CCT 6740
CCT 6744
CCT 6745
CCT 6746
CCT 6748
CCT 6749
CCT 6750
CCT 6751
CCT 6753
CCT 6755
CCT 6068

ATCC 35868
ATCC 35869
ATCC 35870
ATCC 35873
ATCC 35876
ATCC 35877
ATCC 35878
ATCC 35881

ATCC

* Colecdo de Culturas Tropicais do acervo da Fundacdo André Tosello —

Campinas/SP.
** ATCC, American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA); L.W. Moore,
Oregon State University (Corvallis, OR, USA).

4.2. Perfil de crescimento dos isolados.

Para a determinacéo do perfil de crescimento dos isolados de Xylella fastidiosa, foram

realizadas curvas de crescimento seguindo os procedimentos padrdes. Para o indculo inicial

foram cultivadas col6nias dos isolados em 5,0mL de meio PW liquido (Davis et al.,1981) a 28°C

com agitacdo orbital de 210 rpm e sem iluminagdo. Apés sete dias, 2,5mL dessa, foram

transferidos para 50mL de meio liquido fresco. A cada 24 horas, aliquotas de 2mL foram

retiradas para a leitura em espectrofotdmetro (UV/VIS Spectrophotometer Lambda Bio - Perkin

Elmer) para determinar a densidade Optica das amostras. As leituras foram realizadas sob

absorbancia de A=g4o Nm.

4.3. Extracdo do DNA gendmico de Xylella fastidiosa

4.3.1. Metodologia 1

4.3.1.1. Solugdes utilizadas
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4.3.1.1.1. Tampéo TE
Tris-HCI 1M
EDTAO05M

4.3.1.1.2. SDS 10%

4 .3.1.1.3. NaCl 5M

4.3.1.1.4. CTAB 10%

4.3.1.1.5. Clorofil (Cloroférmio-/ alcool isoamilico 24:1)

4.3.1.1.6. Clorofane (Fenol/Cloroférmio/alcool isoamilico 25:24:1)

4.3.1.1.7. Solucao de &lcool etilico 70%

4.3.1.1.8. Proteinase K (20mg/ml)

4.3.1.1.9. Solucédo de RNAse

4.3.1.1.10. TBE 10X

Para a obtencdo de DNA gendmico dos diferentes isolados, foi utilizado um método

de extracdo de DNA total segundo Duningan, 1997. Colénias de Xylella fastidiosa foram
mantidas em meio PW liquido a 28°C sem agitacdo por 6 dias. As coldnias foram

submetidas a centrifugacao (Centrifuga Sorvall RT 6000D) a 3.000rpm por 20 minutos a 4°C

para que o meio de cultura fosse descartado restando somente as células bacterianas. O
pellet formado foi ressuspendido em 600m de TE através de repetidas pipetagens. Foi entdo
adicionado 30m de SDS 10% (concentracao final de 0,5%) e invertido o tubo varias vezes.
Adicionaram-se 20m de uma solucdo de 20mg/ml de proteinase K, misturou-se
vagarosamente e as amostras foram incubadas a 37°C por 1 hora. Em seguida, foram
adicionados 100m de NaCl 5M e a suspensdo invertida vagarosamente varias vezes.
Adicionaram-se 80m de CTAB 10% e a suspensdo foi homogeneizada. Apés a
homogeneizagédo, as amostras foram incubadas a 65°C por 10 minutos ou a 60°C por 15
minutos. Em seguida, foi adicionado a suspensdo, 1ml de cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1) (Clorofil), e centrifugada (Centrifuga Sorvall RT 6000D) por 20 minutos a 3.000rpm a

4°C. Este processo foi repetido por mais 4 vezes até que fossem removidas as impurezas
residuais. A fase aquosa foi removida para um tubo eppendorf, adicionado 1ml de fenol:
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cloroférmio: &lcool isoamilico (25:24:1) (Clorofane), misturadas vagarosamente e
centrifugadas (Centrifuga Sorvall MC 12V ) por 20 minutos a 12.000rpm a £#C. Apés a
centrifugacdo a fase aquosa contendo o DNA foi retirada e feita a precipitacdo de DNA.
Para tal, acrescentou-se a solugcdo 1ml de etanol absoluto. Apés homogeneizacdo, as
amostras foram armazenadas a -20°C por no minimo 3 horas. Decorrido o tempo, as
amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 3.000 rpm a 4°C. O sobrenadante
descartado e o precipitado lavado com 1ml de etanol absoluto, duas lavagens com etanol
70% e mais uma lavagem com etanol absoluto e, mantido a temperatura ambiente para a
secagem por aproximadamente 1 hora ou seco em “speed-vac” (Hetovac VR1 - High
Tecnology of Scandinavia) apds a secagem, o pellet foi ressuspendido em 20m de TE + 2m
de RNAse e deixado por 30 minutos a 37°C para a agdo da enzima.

Para a visualizacdo do material genético extraido, foi utilizado gel de agarose 1%
adicionado de 0,4n¥/mL de brometo de etideo em buffer TBE 0,5% a 3V/cm. Foram em
seguida visualizados sob luz UV e fotodocumentados. Para a quantificacdo em ng foram
usados 6,51 do plasmideo pGEMéi -3Zf (+) double-stranded DNA Control Template 0,2ng/m
(Applied Biosystems) e para a verificagdo do peso molecular/tamanho do fragmento 0,8m de
Marcador molecular (1 Kb Plus DNA Laddera 250ng - 1ng/m — Life Technologies), 0,5m de

tampéo de carregamento, 2m das amostras.
4.3.2. Metodologia 2
4.3.2.1. Solugdes usadas

4.3.2.1.1. Tampao de extracao

NACl..ooiiiiiiiiiiie e 1.4M
Tris-Hcl, pH 8,0.........cccvnnnnes 100mM
EDTA PH 8,0..ccceeeiiiiiiieeeie, 20mM
PVP —40....cccoiiiieieeee e 1%
CTAB 10%.....cccceeeeeiieiiiiiieieeenen 2%
Proteinase K..........cccovvveeeeen. 100ug/ml
B-mercaptoetanol..............cccc........ 0,2%

Agua Ultrapura autoclavada .5.p....cc.ccoeevverveeennenn.

O DNA gendmico foi extraido segundo o protocolo de Doyle & Doyle (1990).

Uma populagéo bacteriana de Xylella fastidiosa foi inoculada em 4ml de meio PW

liquido e incubada a 28°C sem agitagdo por aproximadamente seis dias. As bactérias foram

sedimentadas por centrifugacdo (Centrifuga Sorvall RT 6000D — Du Pont) a 3.000 rpm por

20 minutos a 4°C e o meio de cultura descartado. Ao pellet formado foram adicionados 700



m de tampéo de extragéo, vortexeado e deixado por 30 minutos em banho a 65 °C sendo
homogeneizado a cada 10 minutos. Apds a etapa do banho foram adicionados 650m de
CIA, homogeneizado até que se formasse uma emulsao e entdo centrifugado a 12000rpm
por 7 minutos (Centrifuga 5417R - Eppendorf). A fase aquosa foi removida para um tubo
eppendorf limpo e adicionado 200 nm de tampéo de extracdo sem proteinase K . Foi entdo
homogeneizado, adicionado mais 650 de CIA , homogeneizado novamente e centrifugado
a 12000rpm por 7 minutos. Este processo foi repetido por mais 3 vezes até que fossem
removidos todos os residuos de polissacarideos. Para a precipitacdo do DNA foi usado 1
volume de isopropanol a temperatura ambiente, homogeneizado e centrifugado nas
mesmas condi¢cfes anteriores. A superficie do precipitado foi lavada 2 vezes com 250n de
etanol 70% preparado pouco antes do uso. ApGs o processo de lavagem as amostras foram
secas em um concentrador de DNA por 10 minutos (Hetovac VR1 - High Tecnology of
Scandinavia). A ressuspensdo do DNA foi realizada com 40m de TE acrescido de 10ng/ml
de RNAse e deixado no banho a 37°C por 30 minutos. A concentracdo e integridade do
DNA foram estimadas em mini-gel de agarose 1,0% com os padrdes conhecidos para a sua
posterior utilizacdo na reacdo de PCR. Para tal foi usada uma quantia de 0,5n de tampéao
de carregamento, 0,8m de Marcador molecular (1 Kb Plus DNA Laddera 250ng - 1ng/m —
Life Technologies) para a verificacdo do peso molecular/tamanho do fragmento, 6,5m do
plasmideo pGEMé1 -3Zf (+) double-stranded DNA Control Template 0,2ng/m (Applied

Biosystems) para a quantificacdo em ng, 2m das amostras.

4.4. Construcédo dos primers

Para o desenho e construgédo dos primers foi usada como seqiiéncia modelo os
genes 16S e 23S rDNA de Xylella fastidiosa isolado 9a5c seqiienciada por Simpson e
colaboradores (2000) disponivel no GenBank e foram escolhidos arbitrariamente 20
oligonucleotideos utilizando o programa Primer3 output (NCBI) (primer3.cgi.htm) escolhendo
critérios para amplificacdo da totalidade do espaco intergénico 16S-23S. ApOs a sequéncia
dos oligonucleotideos obtida, a mesma foi analizada utilizando a ferramenta computacional
BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) (Altschul et al., 1997) do NCBI para uma
pesquisa em banco de dados com sequéncias homdlogas aquela escolhida. Os resultados
da pesquisa indicaram que ambos os oligonucleotideos com 20 bases escolhidos (Reverse
e Forward) foram altamente especificos para Xylella fastidiosa.

4.5. Condicdes de amplificacdo por PCR da regido 16S-23S rDNA de Xylella fastidiosa

Os “primers” utilizados para a amplificacdo dos fragmentos da regido intergénica
16S-23S rDNA dos isolados de Xylella fastidiosa estdo descritos na Tabela 02 e Tabela 03.
Foram realizadas duas reacdes de PCR com dois pares de primers diferentes. Um foi

inicialmente proposto por Honeycutt (1995) baseado na regido 16S-23S de Xanthomonas
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spp. e utilizado por Mehta (2001) em seus estudos, o outro par foi desenhado em nosso
laboratdrio baseado na mesma seqiéncia em Xylella fastidiosa isolado 9a5c. Para ambas
as reacdes de PCR foram utilizados um volume final de 25n, contendo 100ng de DNA
molde; 0,5nM de cada primer; 100nM de dNTP (dioxinucleotideo); 2,5mM de MgClI, (Life
Technologies); 0,5U de Tag DNA Polimerase (Life Technologies); 1X Tampao Buffer 10x

(Life Technologies).

Em todos os experimentos, foi realizada uma reacdo de controle negativo, onde o
DNA foi excluido; e um controle positivo com o isolado 9a5c. Foi utilizado o termociclador
GeneAmpé1 PCR System 9700 (Applied Biosystems), o qual foi programado para gerar uma
denaturacdo inicial de 94°C 4 minutos (“hot start”), seguido de 40 ciclos de 94°C 40
segundos; 52°C 40 segundos; 72°C 1 minuto e uma extensao final de 72°C por 2 minutos
para o par de primers construidos em nosso laboratério. Para o conjunto de primers relatado
por Honeycutt a programacao foi 1X (4 min a 94°C), 40x (30 s a 94°C, 30 s a 65°C, 1 min a
72°C). Foram utilizados 3ni da reacao para a observacao dos fragmentos amplificados em

gel de agarose 1% com brometo de etideo (0,4ng/mL), visualizados sob luz ultravioleta e

documentados através do Fldor-S Multimager System (Bio Rad). O padrdao molecular

utilizado foi 1Kb Plus DNA Laddera (Life Technologies).
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Tabela 2. Sequéncia dos “primers” desenhados em nosso laboratério para amplificar a regido

intergénica 16S-23S de Xylella fastidiosa.

Temperatura de

Primer Seqliéncia5® 3
anelamento
GATGACTGGGGTGAAGTCGT
16S-23SF 52°C
GACACTTTTCGCAGGCTACC
16S-23SR 52°C

(“Primers” sintetizados pela Life Technologies — Gibco BRL)

Tabela 3. Sequéncia dos “primers” proposto por Honeycutt para amplificacdo da a regiédo

intergénica 16S-23S de Xylella fastidiosa.

Temperatura de

Primer Sequéncia5® 3
anelamento
16S uni1l330 GTTCCCGGGCCTTGTACACAC 65°C
23S uni 322 GTTGTTTTTCGCCTTTCCCTC 65°C

(“Primers” sintetizados pela Life Technologies — Gibco BRL)



4.6. Purificacdo dos fragmentos amplificados

Apés a visualizacdo dos fragmentos amplificados, os mesmos foram purificados
utilizando o Kit GFXa PCR DNA and Gel Purification Kit (Pharmacia Biotech) para remover
guaisquer residuos ndo incorporados durante a reacdo de PCR. A purificacéo foi realizada para
um volume de 22ul onde foram adicionados 103ul de Buffer de captura a reacdo. As amostras
foram homogeneizadas vagarosamente por aproximadamente 10 vezes e entdo a mistura foi
colocada na coluna GFX com um tubo coletor e centrifugada (Centrifuga 5417 C Eppendorf)
por 2 min. a 12.000rpm. Feita a centrifugacao, foi descartado a aliquota do tubo coletor e
adicionado 103ul de Buffer de lavagem e novamente centrifugado nas mesmas condi¢cdes. As
colunas foram transferidas para novos tubos eppendorf e foram adicionados aos tubos 30ul de
Agua ultrapura autoclavada autoclavada e deixado por 2 min. a TA. Somente entdo é que
foram centrifugadas por 2 min. a 12.000rpm para resgatar os produtos ja purificados. Apés a
purificagdo concluida, os fragmentos foram novamente visualizados sob luz UV e quantificados
em gel de agarose 1% com brometo de etideo (0,4ng/mL), utilizando os mesmos padrdes
moleculares citados para a visualizacdo do material genético extraido. Os resultados foram

novamente fotodocumentados através do Fldor-S Multimager System (Bio Rad).

4.7. Sequenciamento dos fragmentos amplificados

Os fragmentos de DNA correspondentes as regifes 16S-23SrDNA amplificadas pelos
dois conjuntos de primers foram utilizadas para o sequenciamento das bases do DNA. As
amostras foram preparadas pelo método de cadeia terminal dideoxi (ddNTP) segundo o
protocolo ABI Prism? Big Dyea Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits (Applied
Biosystems) em um volume final de 10m onde foram utilizados 30-50ng de DNA; 5pmoles de
“primers”; 2m de Big Dye (Solu¢éo Kit); 2m de tampéo 2,5X (Tris-HCL 200mM pH 9,0; MgCl,
5mM e H,O Ultrapura autoclavada para o volume final de 20m). As duas fitas de DNA
correspondentes a regido espacadora foram sequenciadas. As reacdes para o sequenciamento
foram conduzidas em termociclador com as mesmas condi¢des citadas para amplificacdo dos
produtos.

Terminadas as reacdes, as amostras foram purificadas por um método de precipitacéo,
onde os ddNTP’s que ndo foram incorporados durante a sintese das moléculas de DNA séo
eliminados. O método foi realizado adicionando-se as amostras 10m de agua ultrapura
autoclavada e 30nt de isopropanol aos 10ni da reacdo. Apds homogeneizacdo por agitacao,
incubou-se a solugédo durante 15 minutos a TA. A seguir, a mesma foi centrifugada 20 min. a
10000 x g. O sobrenadante foi descartado e foi entdo adicionado 250ul de etanol 70%. Apds
homogeneizagdo as amostras foram centrifugadas por 5 min a 12.000rpm e novamente o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi incubado a 60°C por um periodo de 10 min e

ressuspendido em Formamida (Hi Di Formamide — Applied Biosystems). A leitura das bases
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marcadas foi realizada em Seqiienciador Automatico ABI Prism 3100 Genetic Analyser do

Laboratério de Sequenciamento do CENA/USP.

4.8. Andlise das seqiiéncias

A regido espacadora 16S-23S rDNA das linhagens sequienciadas neste estudo foram
submetidas a comparacfes utilizando o servico do Centro Nacional de Informacdes
Biotecnolégicas (NCBI) usando o BLASTN, um subprograma do BLAST v.2.0 (Altschul et al.,
1997) contra sequéncias nao redundantes depositadas no GenBank (GenBank — NCBI, 2002).
O alinhamento das multiplas seqiiéncias foi realizado usando o programa EasyAlign que usa o
método Malign

Para a deteccdo dos genes tRNAs foi utilizado o programa tRNAscan-SE (v. 1.11)

(Lowe and Eddy, 1997) do servico do Instituto Pasteur, Franca (pasteur.htm).

4.9. Andlises filogenéticas

As analises filogenéticas de maxima parciménia foram realizadas com o programa
PAUP* 4b8 (Swofford, 1999). Gaps foram considerados como quinta base, uma vez que
também possuem informacéo filogenética (Giribet & Wheeler, 1999). Foram obtidas arvores por
meio de busca heuristica (Swofford et al., 1996) via adi¢cdo aleatéria com 2000 replicacdes. Das
arvores mais parcimoniosas, foram obtidas e apresentadas as arvores de consenso semi-
estrito. O suporte dos ramos foi inferido pela andlise de bootstrap (Felsenstein, 1985; Swofford
et al., 1996), conduzida através de busca heuristica com 2000 replicacdes e adicao aleatoria
com 100 replicacbes. Para servir de grupo-externo, foi empregada a linhagem de péra
(PE.PLS) por ser a linhagem que apresentava o menor coeficiente de similaridade entre as
outras linhagens de Xylella fastidiosa (79%) e, como foi citada em um estudo prévio de Mehta
et al. (2000), a diferenca neste coeficiente indica que esta linhagem néo pertence a espécie.

As regides intergénicas 16S-23S rDNA de Xylella fastidiosa utilizadas para comparacéao
com as sequenciadas no laboratério estdo listadas na Tabela 4. Os cladogramas foram

desenhados com o auxilio do programa TreeView (Page, 1998).
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Tabela 4. Linhagens de Xylella fastidiosa disponiveis no GenBank utilizadas para comparagéo
na analise filogenética da seqiiéncia rDNA do espaco intergénico 16S-23S e seus respectivos

nimeros de acesso

Bactéria Estirpe Hospedeiro GenBank 16S-23S
Xylella fastidiosa Maple Acer macrophila AF073219
Xylella fastidiosa PL.788 Ameixa AF203395
Xylella fastidiosa Plum2#4 Ameixa AF073209
Xylella fastidiosa ALS1 Améndoa AF073240
Xylella fastidiosa ALS2 Améndoa AF073243
Xylella fastidiosa ALS3 Améndoa AF073244
Xylella fastidiosa ALS4 Améndoa AF073245
Xylella fastidiosa ALS5 Améndoa AF073246
Xylella fastidiosa ALS6 Améndoa AF073247
Xylella fastidiosa ALS7 Améndoa AF073248
Xylella fastidiosa ALS9 Améndoa AF073249
Xylella fastidiosa Manteca Améndoa AF073241
Xylella fastidiosa ContraCosta Améndoa AF073250
Xylella fastidiosa Tulare Améndoa AF073242
Xylella fastidiosa C0.01 Café AF203394
Xylella fastidiosa Oak 88-9 Carvalho AF 073210
Xylella fastidiosa Oak 92-3 Carvalho AF073211
Xylella fastidiosa Oak 92-10 Carvalho AF073212
Xylella fastidiosa OLS#2 Carvalho AF073213
Xylella fastidiosa Stucky Carvalho AF073214
Xylella fastidiosa Cl.52 Citros AF203393
Xylella fastidiosa Cl.11067 Citros AF237650
Xylella fastidiosa CLXO Citros AF237651
Xylella fastidiosa Annl Oleander AF 073215
Xylella fastidiosa PF1 Oleander AF073216
Xylella fastidiosa Tlc Oleander AF073217
Xylella fastidiosa TR1 Oleander AF073218
Xylella fastidiosa 5S2 Péssego AF 073206
Xylella fastidiosa 5R1 Péssego AF073207
Xylella fastidiosa 4S3 Péssego AF073208
Xylella fastidiosa PE.PLS Péra AF203396
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Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa

Xylella fastidiosa

GR8935
ConnCreek
Stags Leap

Fetzer
STL
Santa Cruz
Meyley
UCLA
Preston Ranch
VinoF

Medeiros

Traver
Moore Park

Douglas

Oxford

Hopland

PD95-2

PD95-4

PD95-9

R116V3

Dixon
R118Vv3-4

Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira
Videira

Videira

AF203397
AF073225
AF073226
AF073227
AF073228
AF073229
AF073230
AF073231
AF073232
AF073233
AF073234
AF073235
AF073236
AF073237
AF073238
AF073239
AF073220
AF073221
AF073222
AF073223
AF073251
AF073224
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Perfil de crescimento

Sob as condicbes avaliadas, os isolados de Xylella fastidiosa provenientes de
diferentes espécies vegetais comportaram-se de maneira sutiimente distinta. O isolados X0 foi
0 que apresentou a maior fase lag em relacao aos demais isolados (Grafico 1). Outros isolados
analisados mostraram um perfil semelhante entre si com um periodo de 1 a 3-4 para a fase log

chegando a fase estacionaria por volta do 10’ dia (Grafico 2).



Grafico 01. Gréfico representativo das curvas de crescimento de Xylella fastidiosa de

diferentes hospedeiros. Os valores sao referentes a leituras diarias da absorbancia a 640nm

em espectofotdmetro. As células foram cultivadas em meio PW liquido, a 28°C.
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Gréafico 02. Grafico representativo do tempo de duracao das fases lag e log em dias

dos isolados de Xylella fastidiosa. Os valores sao referentes a leituras diarias a 640nm em

espectofotdmetro. As barras verticais indicam o tempo, em dias, de duragédo das fases em meio

de cultura PW liquido.
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Os perfis de crescimento dos isolados testados comprovaram a diferenca na

velocidade de crescimento em meio de cultura. Com os graficos obtidos foi possivel

observar claramente a divergéncia na velocidade de crescimento entre o isolado de citros

(9a5c) e os demais. Os isolados de outros hospedeiros apresentaram crescimento

semelhante quanto ao tempo de adaptacdo e fase logaritmica. O isolado de ameixa 6747

adquirido da Fundacdo André Tosello ndo se desenvolveu no meio de cultura PW neste

experimento. Os probelmas citados para tal fato pode estar relacionado a uma série de

fatores que estdo listados como inibidores de crescimento, ou mesmo uma possivel morte

das colbnias. A proposta da realizacdo dos perfis de crescimento de diferentes isolados da

bactéria estudada, foi tomada frente as dificuldades de crescimento encontradas durante o
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experimento. Com estes resultados pudemos verificar as diferencas na velocidade e

também caracteristicas das culturas entre diferentes estirpes.

5.2. Extracdo do DNA

Os géis abaixo mostram as diferen¢as na qualidade do DNA extraido utilizando os dois
métodos propostos para a extragao.

Figuras 01 e 02. Eletroforese em gel de agarose 1% dos DNAs extraidos pelo
método de Duningan.

M1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

ded-P=. 08§°C
Y |
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Figura 1. Eletroforetograma da quantificacdo dos DNAs extraidos. M; — Marcador molecular

T EE
FEEEt

1Kb DNA Plus Ladder; 113 Isolados de Xylella fastidiosa: 1-Citros (X0) ; 2-4- Café (6738,
6740, 6755); 57- Videira (6068, 6752, 6753); 89- Amora (6744, 6745) ; 10-Améndoa (6746);
11-Olmo (6748); 12- Ambrosia americana (6751); 13- Vinca (6749).
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Figura 2. Eletroforetograma da quantificacdo dos DNAs extraidos. My — Marcador molecular
pGEM; 1-13 Isolados de Xylella fastidiosa: 1-Citros (X0) ; 2-4- Café (6738, 6740, 6755); 57-
Videira (6068, 6752, 6753); 89- Amora (6744, 6745) ; 10-Améndoa (6746); 11-Olmo (6748);
12- Ambrosia americana (6751); 13- Vinca (6749).

Figura 03 e 04. Eletroforese em gel de agarose 1% dos DNAs extraidos pelo

método de Doyle & Doyle.

2l

Figura 3. Eletroforetograma da quantificagdo dos DNAs extraidos. M; — Marcador molecular
1Kb DNA Plus Ladder; 12 Isolados de Xylella fastidiosa: 1-Citros (X0) ; 2-3- Café (6738,
6740); 4-6 Videira (6068, 6752, 6753); 7-8 Amora (6744, 6745) ; 9Améndoa (6746); 10-Olmo
(6748); 11- Ambrosia americana (6751); 12- Vinca (6749).



Figura 4 Eletroforetograma da quantificagdo dos DNAs extraidos. My — Marcador molecular
1Kb DNA Plus Ladder; 18 lIsolados de Xylella fastidiosa: 1-Citros (X0) ; 2Café (6755); 3
Videira (6753); 4 Amora (6744,) ; 5Améndoa (6746); 6-Olmo (6748); 7- Ambrosia americana
(6751); 8- Vinca (6749).

Para a extracdo de DNA verificou-se que o método proposto por Doyle & Doyle é
simples, rapido e eficiente para a extracdo de DNA gendmico bacteriano, além de produzir
um DNA com muito mais qualidade que o método proposto por Duningan (1997). Pode-se
atribuir o fato da qualidade do DNA estar prejudicada no método proposto por Duningan o

tempo de manipulagdo despendido para o método.

5.3. PCR daregido intergénica 16S-23S rDNA de Xylella fastidiosa .

5.3.1. Primers proposto por Honeycutt - Os fragmentos diagnosticos obtidos com a
amplificacdo por PCR pelo conjunto de primers propostos por Honeycutt revelaram —se com
aproximadamente 1.1kb. Alguns isolados apresentaram mais de uma banda sendo esta outra

inespecifica, porém todos os isolados testados apresentavam esta regido no genoma.

5.3.2. Primers sintetizados em nosso laboratério - Os resultados obtidos através da
amplificacdo dos fragmentos de DNA por PCR referente a regido espacadora entre 0os genes
16S e 23S do rDNA, utilizando os “primers” construidos em nosso laboratério, revelaram um
Unico produto de PCR e que todos os isolados de Xylella fastidiosa possuem esta regido. Os
fragmentos amplificados mostraram-se com aproximadamente 650 bases para todos o0s
isolados de Xylella fastidiosa testados.

Este resultado ndo pode ser conclusivo para afirmar a quantidade de namero de rrn

operons existentes. Alguns autores afirmam que existem mais de um operon em Xylella



fastidiosa (Chen et al., 2000; Simpson et al.,, 2000) enquanto que outros consideram a
presenca apenas de um gene ou que se ha mais de um, sdo iguais em extensdo (Mehta et
al.,2001; Rosato et al.,1998). Os produtos referentes a regido amplificada podem ser

observados nas Figuras 05 e 06
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Figura 5. Fragmentos amplificados da regido espacadora 16S-23S de Xylella fastidiosa com
aproximadamente 650 bases. M;-Marcador Molecular 1Kb Plus DNA Ladder; 1-13 Isolados de
Xylella fastidiosa: 1-Citros (XO0) ; 2-4- Café (6738, 6740, 6755) ; 5-7- Videira(6068, 6752, 6753);
8-9- Amora (6744, 6745) ; 10-Améndoa (6746); 11-Olmo (6748); 12- Ambrosia
americana(6749); 13- Vinca (6751); M,- Marcador molecular pGEM.



M1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1

.

Figura 6. Fragmentos amplificados da regido espagadora 16S-23S rDNA de Xylella fastidiosa
com 0s primers proposto por Honeycutt. M;-Marcador Molecular 1Kb Plus DNA Ladder; 1-13
Isolados de Xylella fastidiosa: 1-Citros (X0) ; 2-4- Café ( 6738, 6740, 6755); 5-7- Videira (6068,
6752, 6753); 89- Amora (6744, 6745); 10-Améndoa (6746); 11-Elm (6748); 12- Ambrosia
americana (6749); 13- Vinca (6751).

5.4. Sequenciamento da regido espacadora 16S-23S rDNA

Ambos os amplicons gerados pelos diferentes pares de primers foram submetidos ao
sequenciamento. A pesquisa feita com o programa BLASTN (NCBI), usando as sequéncias
obtidas neste estudo como seqiiéncias modelo, identificou todas as 9 seqiiéncias com as
sequencias de Xylella fastidiosa ja depositadas no GenBank com indices superiores a 98% de

similaridade.

5.5. Analise da regido intergénica 16S-23S.

O fragmento amplificado foi seqiienciado nas duas dire¢cdes (5'® 3' e 3'® 5’) e as
regides finais correspondentes ao final do gene 16S e o comeco do gene 23S foram eliminadas
de acordo com outras seqiiéncias depositadas no GenBank. Com relagdo aos primers proposto
por Honeycutt et al. (1995) o sequenciamento tornou-se dificultado em razdo da extensdo do
fragmento do produto de PCR produzido (1.1kb). Bandas inespecificas podem ter prejudicado a
qualidade do DNA para sequenciamento. As sequiéncias obtidas com os primers propostos por
Honeycutt ndo foram utilizadas para analise, uma vez que apds a remocao das regides
correspondentes aos genes 16S e 23S restou um numero insuficiente de bases capaz de

formar a sequéncia completa da regido intergénica. Apos a remoc¢ao destas mesmas regides,
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nas sequéncias obtidas com o par de primers sintetizados em nosso laboratério, o resultado foi
uma sequéncia em torno de 510 bases de extensédo (Figura 7).

Os indices de similaridade encontrados nas sequiéncias 16S-23S rDNA dos diferentes
isolados de Xylella fastidiosa podem ser vistos nas Tabelas 05 a 09. Os resultados mostraram
gue a estirpe PE.PLS (Péra) é a que mais apresenta diferengas na seqiiéncia em relagédo as
outras estirpes relacionadas, cerca de 80% de similaridade. A linhagem mais proxima a esta foi
a linhagem isolada de vinca (6751) com indice de 81%. Analises de outros genes conservados
mostraram um indice de similaridade em torno de 99 a 100% para o gene 16S (Rodrigues et
al., 2003) e 97,5 a 100% para sequencias parciais do gene gyrB. Estes resultados suportam a
hipdtese de que a escolha do espaco intergénico para estudos de diversidade genética e
filogenia entre organismos da mesma espécie torna-se um novo potencial para estas andlises.
As sequencias obtidas do espaco intergénico podem ser obtidas por completas pelo fato desta
regido ser de apenas 500 bases aproximadamente, o que torna o sequenciamento facilitado.
Apesar de ser uma sequencia relativamente curta, possui ainda variagbes maiores do que as
encontradas em outros genes conservados ao longo de sua extensdo gerando resultados
informativos.

Entre os isolados de Café o nivel de similaridade entre a seqiiéncia obtida com a
sequéncia do GenBank foi 98%. As estirpes 5R1, 4S3 (Péssego) e 2#4 (ameixa) mostraram
sequéncias idénticas; apesar da ultima pertencer a outro hospedeiro. Inesperadamente, as
estirpes 2#4 e PL.788, isoladas de um mesmo hospedeiro (ameixa) de uma mesma regido
apresentaram 7 diferencas na sequéncia de bases, o que as coloca em grupos muito distintos
filogenéticamente. Com esta separacdo ndo podemos afirmar que linhagens da mesma
bacteria isoladas @ um mesmo hospedeiro de uma mesma regido devem se agrupar em
grupos iguais. Entre estas estirpes houveram 2 translocac¢fes, apenas 1 transversao e 2 Indels.
Entre as estirpes de videira, exceto 6068 e GR 8573, os resultados do sequenciamento
apontaram sequéncia. Ambas estirpes diferenciaram-se das demais em 11 bases e 4 indels
apenas. Com excecao das estirpes de améndoa ALS1, Manteca, Tulare, 6746, ameixa, citros
e café, as outras estirpes de Xylella fastidiosa isoladas de um mesmo hospedeiro mostraram
sequéncias idénticas com relagcdo ao espaco intergénico. Em relagdo a linhagem 6746
(améndoa), sequienciada em nosso laboratério, foram reveladas 8 bases diferentes, sendo 4
translocacoes, 2 transversfes e 2 Indel, quando comparadas as linhagens ALS1, Manteca e
Tulare, e apenas 3, do tipo translocagéo, entre as outras linhagens isoladas de améndoa. As
estirpes ALS1, Manteca, Tulare (améndoa) e as estirpe isolada de Acer macrophila, possuem
a mesma seqliéncia de bases do DNA das estirpes isoladas de videira.

As sequéncias de nucleotideos da regido 16S-23S revelou-se com dois genes para
tRNA (tRNAala e tRNA"e) encontrados na maioria das bactérias gram-negativas (Gutler &
Stanisch, 1996) com aproximadamente 72 e 74 bases para os genes tRNAs para alanina e
isoleucina respectivamente. Analisando o conteldo de bases destes genes foi revelado que
somente as linhagens 6068 (videira), GR 8935 (videira), 6749 (Ambrésia) e 6751 (Vinca)



apresentaram diferencas na composicdo de nucleotideos. Na linhagem 6068 encontrou-se 2

transversdes (posicdes 263 e 285) para o tRNA™ e, 4 transversdes (posi¢cdes 330, 347 e 386) e
1 indel (posi¢cédo 397) para o tRNA%2, Apenas uma transversao foi encontrada na linhagem GR

8935 (posicdo 263) para o gene tRNA

e Estes resultados confirmam as diferencas que Mehta

et al. (2000) encontrou ao relatar que somente as linhagens de videira e café possuiam
diferencas em sua composi¢cdo de bases. As diferengas nas bases encontrada na linhagem

ala

6749 foram somente reveladas no tRNA"" e foi a que apresentou o maior nimero de variacdes

com 4 transversdes (posicdes 333, 353, 365 e 367) e 2 translocacdes (posicdes 348 e 396). A
linhagem isolada de Vinca (6751) apresentou apenas uma translocacdo para o gene tRNAY?

(posicéo 373).

5.6. Filogenia

O fenograma baseado em dados de similaridades é utilizado para observagdo de
diversidade genética, diferencas na disposicdo das bases. No entanto isto n&o
necessariamente implica uma histéria evolucionaria de um tdxon. Com o método cladistico
empregado as relacdes evoluciondrias hipotetizadas entre as linhagens de Xylella fastidiosa
podem ser inferidas (Pooler & Hartung, 1995b). Em um estudo sobre filogenia realizado por
Pooler & Hartung, usando analises de fragmentos gerados por RAPD, foi revelado a existéncia
de cinco grupos: O grupo da CVC; ameixa-elmo; uva-ambrosia, améndoa e amora (Pooler &
Hartung, 1995). Esta conclusdo foi suportada pelos dois métodos realizados: cladistico e
fenético.

O cladograma gerado através do software PAUP revelou os seguintes indices
estatisticos:

Indices estatisticos Valores em nimero absoluto
Indice de consisténcia (Cl) 0.9063
indice de homoplasia (HI) 0.0938
Cl excluindo caractéres nao informativos 0.6538
HI excluindo caractéres néo informativos 0.3462
indice de retencéo (RI) 0.9432
indice de consisténcia otimizado 0.8548

Pelos estudos realizados em nosso laboratério foi possivel diferenciar 3 grandes
grupos de acordo com a origem dos filos: Grupo 01 Inclui as estirpes GR8935 e 6068 (Videira),
6748 (Olmo), 6744 (Amora), PL.788 (Ameixa),Cl X0, CI.52, Cl.11067 (Citros), CO.01, 6740
(Café); Grupo 02 inclui as estirpes 6749 (Ambrosia americana) e 6751 (Vinca) e o Grupo 03
onde se encontram as demais estirpes. Dentro do grupo maior onde se encaixam as demais

estirpes ainda foi possivel subdividi-los em 5 outros grupos (Figura 08). A analise do
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cladograma gerado revelou alguns resultados inesperados. As linhagens de ameixa isoladas
de uma mesma regido ficaram distantes.

As linhagens isoladas do carvalho e oleander formaram grupos especificos e isolados.
Dentro do primeiro grupo houve também um sub-agrupamento gerando divisdes onde as
estirpes de videira de agruparam com as estirpes de olmo e amora. O segundo sub-grupo
agrupou os isolados de citros, café, ameixa.Citros e café permanecem no mesmo grupo,
concordando assim com varios outros estudos onde é citada a estreita relacdo entre estas
duas estirpes. Houve ainda uma diferenciacdo entre as linhagens de café e citros. Podemos
ainda ressaltar que o isolado de café, bem como os outros isolados de citros (X0 e CIl.11067)
sofreu apenas 1 divergéncia depois do isolado CI.52 de citros. A linhagem de ameixa PL.788
ficou distante da outra de mesmo hospedeiro que se enquadrou no grupo das linhagens de
péssego e a maioria das linhagens isoladas de améndoa. Podemos assim, dizer que estas as
linhagens de ameixa pertencem a grupos parafiléticos e que a linhagem PL.788 divergiu em 3
tempos antes da linhagem 2#4 usando o PE.PLS como grupo externo que direcionou a analise
com relacao ao tempo de evolucéo das espécies. Com excec¢do dos isolados 6068 e GR 8935,
que se agruparam com os isolados de amora e de elmo, todos os demais isolados de videira
formaram um grupo juntamente com o isolado de maple e algumas améndoas.

A variabilidade encontrada filogeneticamente entre linhagens de um mesmo hospedeiro
pode representar uma variagdo interlinhagens/interoperon, erro de sequenciamento, ou outras
variaveis laboratoriais (Clayton et al, 1995; Chen et al., 2000).

Este estudo foi primeiramente direcionado a dois aspectos principais: primeiro avaliar a
diversidade genética do maior nimero disponivel de linhagens da bactéria, isoladas de
diferentes hospedeiros em diferentes regifes geograficas baseada na investigacdo de
sequencias de nucleotideos de uma regido gendmica conservada; e o segundo foi contruir uma
relacdo filogenética baseada em principios cladisticos que expressam com mais fidelidade a
razao evolutiva dos organismos estudados. Porém ao longo do trabalho outro fator tornou-se o
principal aliado na busca das respostas antes langadas. Como os primers utilizados em outros
estudos geravam fragmentos muito extensos, foi necessaria a construgdo de primers que se
adequassem as nossas condicGes laboratériais sem dispender muito tempo e tampouco
técnicas. Portanto a chave principal para a conclusdo deste trabalho foi o uso dos novos
primers construidos pelo nosso laboratério, que apés isto o sequenciamento foi tornando-se

mais qualificado e mais rapido.



GR8935 CCCTTATTCCGCTTGACCATATAACCCCAAGT CCCCTCA- AA- - ATC- - T- ACAAGACAAT GR8935 GCGA-------- TAAAC- - ATTG - GCA- - - - CTTA- - AGCCTTCAAATGAGAAATTTTTA

6068 6068 T
HOPLAND GG........... T HOPLAND T
OXFORD GG........... T OXFORD T
DOUGLAS GG........... T DOUGLAS T
MOORE PARK GG........... P MOORE PARK .. T
TRAVER GG........... A TRAVER T
MEDEI ROS GG........... P MEDEI ROS .. T
VI NOF GG........... P VINOF T
PRESTON RANCH G G ........... P PRESTON RANCH . ............ ... ........ T
UCLA GG........... T UCLA T
MEYLEY GG........... T MEYLEY T
SANTA CRUZ GG........... T SANTA CRUZ ... . T
STL GG ........... e e e e e e e e e e e e e STL T
FETZER GG........... P FETZER T
STAGS LEAP GG........... A STAGS LEAP ... T
CONN CREEK GG........... P CONN CREEK ... . T
R118V3- 4 GG........... P R118V3-4 T
R116V3 GG........... P R116V3 T
PD95- 9 GG........... T PD95-9 T
PDO5- 4 GG........... T PDO5-4 T
PDO5- 2 GG........... T PDO5-2 T
6746_R e A 6746_R T C....... ... A ..
DI XON GG........... TP A DI XON T C..... ... ... A ..
CONTRA COSTA GG ........... TP A CONTRA COSTA .. T C..... .. ... A ..
ALS9 GG........... TP A ALS9 T C.......... A ..
ALS7 GG........... P A ALS7 T C.......... A ..
ALS6 GG........... P A ALS6 T C....... ... A ..
ALS5 GG........... P A ALS5 T C....... ... A ..
ALSA GG........... P A ALS4A T C.......... A ..
ALS3 GG........... TP A ALS3 T C.......... A ..
ALS2 GG ........... e A ALS2 T C....... ... A ..
TULARE GG........... P TULARE T
MANTECA GG........... A MANTECA T
ALS1 GG........... P ALS1 T
TR1 GG........... P A TRL T
T1C GG........... P A TIC T
PF1 GG........... P A PFL T
ANN1 GG........... P A ANN1 T
STUCKY GG........... TP A STUCKY T C.......... A ..
OLS#2 GG........... TP A OLSH2 T C.......... A ..
OAK 92-10 GG........... TP A OAK 92-10 ... T C..... ... ... A ..
OAK 92-3 GG........... TP A OAK 92-3 T C.......... A ..
OAK 88-9 GG........... TP A OAK 88-9 L T C....... ... A ..
PLUM2#4 GG........... P A PLUMRH#A T C.......... A ..
4S3 GG........... P A 4S3 T C....... ... A ..
5R1 GG........... P A SR T C....... ... A ..
582 GG........... P A 582 T C.......... A ..
MAPLE GG........... T MAPLE T
G748 C........ 6748 T
BT 44 6744 T
6749 A 6749 T C..... ... ... A ..
6751 Ao oL T 6751 T C....... ... A ..
PE. PLS A..C...... G.TC...TGG...AAC PE. PLS TC. CCACCTCA. . . T. TA. . G ACT. . CCCC. AC. CCT. . . .. -C.... CIT... G ..
Cl. 11067 Ao o Too oo T .. Cl. 11067 Coo GCo.......... A ..
Cl.X0O Ao Too oo T...... .. Cl.X0O Coo GCo.......... A ..
Cl.52 Ao Too oo T...... .. Cl.52 Coo GCo.......... A ..
CO. 01 N I CO. 01 Coo GCo.......... A ..
6740 Ao T T .. 6740 - Coo GC.......... A ..
PL. 788 A PL.788 Co C..... ... ... A ..
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GR8935 ATAAAAANNT TCAAACGCT TGCTACAT CATCAAATTATAAAAGAACGCTTCACAGCTCCA GR8935 AGGCTGATAAGCAT- AAA- AATGCGC- AACNACATTCAGAATAATTGGTATAACANT GGT

6068 ... S 6068 A T T....
HOPLAND . ...... S HOPLAND o A ... T. ...
OXFORD ... L OXFORD N Ao T ...
DOUGLAS L. e DOUGLAS N A ... T. ...
MOORE PARK . ...... e MOORE PARK .. N A ..o T....
TRAVER ... .. S TRAVER A T oo A ... T....
MEDEI ROS ... ... S MEDEI ROS .. AT oo oo Ao T....
VINOF ... S VINOF N A ... T....
PRESTON RANCH ....... S PRESTON RANCH . .......... ... .. ... .. ... N A ... T....
UCLA S UCLA N A ... T....
MEYLEY ... S MEYLEY o A ... T. ...
SANTA CRUZ  ....... L SANTA CRUZ ... . . N Ao T ...
st. L e STL N A ... T. ...
FETZER ....... e FETZER N A ..o T....
STAGS LEAP . ... ... S STAGS LEAP . A T oo A ... T....
CONN CREEK  ....... S CONN CREEK ... AT oo oo Ao T....
R118Vv3-4 . ...... S R118V3-4 N A ... T....
R116V3 ... S R116V3 N A ... T....
pPD95-9 L. S PD95-9 N A ... T....
PD95-4 L. S PDO5-4 o A ... T. ...
pPD95-2 L. L PDO5-2 N Ao T ...
6746_R ... G 6746_R L Ao N A ... T. ...
DIXON oL G DIXON o Ao N A ..o T....
CONTRA COSTA  ....... G CONTRA COSTA ... ... .. .. ... Ao A..C... ... o A ... T....
ALS9 Ll G ALS9 Ao A..C... ... o Ao T....
ALS7 L. K ALS7 Ao A .C.. A ... T....
ALS6 L. K ALS6 Ao A .C... o A ... T....
ALSS L K ALS5 Ao A .C... o A ... T....
Y G ALS4 Ao A .C.. oo A ... T. ...
ALS3 L. G ALS3 Ao A .C....oo oo Ao T ...
ALS2 L G ALS2 Ao N A ... T. ...
TULARE ... ... e TULARE N A ..o T....
MANTECA ... .. S MANTECA A T oo A ... T....
ALs1T L S ALS1 AT oo oo Ao T....
TR S TRL A AT ..o o A ... T....
Tic L S TIC A AT ..o oo A ... T....
PFL S PF1 A AT ..o oo A ... T....
ANND L S ANN1 A AT ... o A ... T. ...
STUCKY ... G STUCKY ... Ao Ao A .C....oo oo Ao T ...
oLs#2 L G oLs#2 L. Ao Ao N A ... T. ...
OAK 92-10 ....... G OAK 92-10 ..... Ao Ao N A ..o T....
OAK 92-3 ... G OAK 92-3 ... Ao Ao A..C... ... o AL T....
OAK 88-9 ... G OAK 88-9 ... Ao Ao A..C... ... o Ao T....
PLUMRE#4 L K PLUMRE#4 Ao A .C.. A ... T....
4s3 L. K 4S3 Ao A .C... o A ... T....
5SR1 Lo K 5SR1 Ao A .C... o A ... T....
582 L. G 582 Ao A .C.. oo A ... T. ...
MAPLE L. L MAPLE N Ao T ...
6748 ... e 6748 N A ... T. ...
6744 ... e 6744 CA . .T ... .. A ..o T....
6749 ... G 6749 L Ao Co.o AL T....
6751 ... G 6751 Ao A..C... ... o Ao T....
PE. PLS C...C-G.......... Ao G . A . PE. PLS .C..C...C.... A..C...... A T CGAC. ACC.C...T....
cl.11067 ... K Cl.11067 ... Ao A .C... o A ... T....
a.xo G ca.Xo Ao A .C...o oo A ... T. ...
ca.s2 Lo G Cl.52 A .C...o oo A ... T. ...
coor L G CO. 01 Co.ooi Ao T ...
6740 ... G 6740 Co.o A ... T. ...
PL.788 ... G PL. 788 N A ..o T....
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GR8935 GGGT CTGGGAGGACT CGAACCAACGACCT CACCCTTATCAGGGGT GCGCTCTAACCACCT GR8935 GAGCTACAGACCCATAAATACTTTCATGGT GGAGCCT GT CGGGAT CGAACCGACGACCCC

BOBB G oo BOB8 Gt A
HOPLAND oo oo e HOPLAND oot e e e e e e
OXFORD oo o oo OXFORD oot
DOUGLAS  ooeee e o DOUGLAS ooee et
MOORE PARK oot (o MOORE PARK oottt e e e e
TRAVER o (oA TRAVER ot
MEDEI ROS  oooeeeeee e (oA MEDEI ROS oottt e e e e e e e
VINOF (o VINOFE
PRESTON RANCH . ..., (o PRESTON RANCH . . oottt e e e e e e e e e e
UCLA (o UCLA
MEYLEY oo e NEYLEY
SANTA CRUZ oo o oo SANTA CRUZ oot e e e
STL o STL
FETZER oo (o FETZER oottt
STAGS LEAP oo (oA STAGS LEAP oottt e e e
CONN CREEK oot (oA CONN CREEK oottt e e e e e
RL1BV3-4 oo (o RLIBV3-4 oottt
RLI16V3 oo (o RLLBV3 oot
PD95-9 (o PDO5-O
PDO5-4 oo e PDO5-4
PDO5-2 o oo PDO5-2
B746_R o BTAB_R e
DIXON e (o DEXON
CONTRA COSTA o ooiiiee e (oA CONTRA COSTA o ooete e e e e e e
ALSO (oA ALSO
ALST (o ALST
ALSB (o ALSB
ALSS (o ALSE
ALSA oo e ALSA
ALS3 o oo ALS3
ALS2 o ALS2
TULARE (o TULARE o
MANTECA oo (oA MANTECA oottt e e e e e
ALSL (oA ALSL
TRL (o TRL G e
TIC (o TIC Gt
PFL (o PFL Gt
ANNL (o ANNL G oo
STUCKY oo o oo STUCKY ot
OLSH2 o OLSH2
OAK 92-10 oo (o OAK 92-10 oottt
OAK 92-3 (oA OAK 92-3
OAK 88-9 (oA OAK 88-9 o
PLUMRHA oo (o PLUNMRHA oot e
A4S3 (o AS3
BRL (o BRL
5S2 (o DS
MAPLE o oo MAPLE
B748 o BTA8
B744 (o BTA4
B749 (oA B749 G T....G......
B751 (oA BT5L
PE. PLS e Co..... T PE.PLS i .G .-AC.C........... Covte A .
Cl. 11067 (o Cl. 11067 oot
Cl.XO (o Cl.XO
Cl.52 (o Ol B2
CO.01 i No..... o oo CO. 0L
B740 o BTA0
PL. 788 (o PL. 788



GR8935 CTGCTTGCAAAGCAGGT GCTCTACCAGCT GAGCT AAGGCCCCCAGAACAAAAATCGCCAA GR8935 CATAAACCCAAACCTATGCCAACATCAAACCCT GAAT GCAAGTAACT TGT GAGGACGCCT

BO68 Gt e BOBB e
HOPLAND oot HOPLAND oottt e e e e e e
OXFORD oot OXFORD oot e
DOUGLAS ooee e DOUGLAS oot e e
MOORE PARK oottt e e MOORE PARK oottt et e e e e e
TRAVER oo TRAVER et
NEDEI ROS oottt e e e e MEDEI ROS oottt et e e e e e e
VINOFE VINOFE
PRESTON RANCH . . oottt et PRESTON RANCH . . oottt e e e e e e e e
UCLA UCLA e
NEYLEY NEYLEY ot
SANTA CRUZ oot e SANTA CRUZ oot e e e e
STL STL
FETZER oot FETZER oot
STAGS LEAP oot STAGS LEAP oottt e e
CONN CREEK oottt e e CONN CREEK oottt e e e e e
RLIBV3-4 oot RLIBV3-4 oottt
RLLBV3 oot RLLBV3 oottt
PDO5-O PDO5-O
PDO5-4 PDO5-4
PDO5-2 PDO5-2
BTA6_R BTA6_R e
DEXON DEXON e
CONTRA COSTA o oot e e CONTRA COSTA o oeee e e e e e e e
ALSO ALSO
ALST ALST
ALSB ALSB
ALSE ALSE
ALSA ALSA
ALS3 ALS3
ALS2 ALS2
TULARE o TULARE et
MANTECA oot MANTECA oottt et e e e
ALSL ALSL
TRL TRL
TLIC TLIC
PEL PEL
ANNL ANNL
STUCKY o STUCKY oo
OLSH2 OLSH2
OAK 92-10 oot OAK 92-10 oottt
OAK 92-3 OAK 92-3
OAK 88-9 o OAK 88-0 o
PLUNMRHA oo PLUNMRHA oot e e
AS3 AS3
BRL BRL e
DS DS
MAPLE MAPLE
BTA8 BTA8 G
BTA4 BTA4
6749 e G T T C..... 6749 ..Co (o G....
6751 . [T C..... BT5L e
PE. PLS e Coovmmm-- AR PE. PLS i o U o A T Goooee
Cl. 11067 oo Cl. 11067 oot
Cl.XO Ol X0
Ol B2 (o 12
CO. 0L CO. 0L
BTA0 BTA0
PL. 788 PL. 788 e



GR8935 GGTAAGACAATTATATTC- ACCATACT CAAAAGGAGGT GATCCAGCCGCACCTTCC- - - -

BOBB e
HOPLAND oo e e e e e e e e e
OXFORD ottt e
DOUGLAS oot e
MOORE PARK oottt et e e e e
TRAVER ot
MEDEI ROS oottt e e e e e e e
VINOFE e
PRESTON RANCH . .. ooott e e e e e e e e e e i
UCLA e
NEYLEY ot e
SANTA CRUZ oot e e e e
STL
FETZER oottt
STAGS LEAP oottt e e e
CONN CREEK oottt e e e e e
RLIBV3-4 oottt e
RLLBV3 oottt e e
PDO5-O e
PDO5-4 e
PDO5-2 e
6746_R N A
DI XON NS
CONTRA COSTA . A o oo e e e e e e
ALS9 N
ALS7 N
ALS6 N
ALS5 N
ALS4 N
ALS3 N
ALS2 A e
TULARE ot
MANTECA oottt e e e e
ALSL e
TR1 N
T1C N
PF1 N
ANNL N
STUCKY N
OLS#2 A e
OAK 92-10 NS
OAK 92-3 N
OAK 88-9 N
PLUMR#4 N
4S3 N
5R1 N
552 A e
MAPLE e
6748 ... A
BTA4 GATA
6749 DA (oA
6751 N
PE. PLS AAC. G ..G .G .. G TG oo oottt
Cl.11067 A
Cl. X0 A
Cl .52 A
Co. 01 N
6740 A
PL. 788 A

GR8935

6068
HOPLAND
OXFORD
DOUGLAS
MOORE PARK
TRAVER
MEDEI ROS

VI NOF

PRESTON RANCH

UCLA
MEYLEY
SANTA CRUZ
STL
FETZER
STAGS LEAP
CONN CREEK
R118V3- 4
R116V3
PD95- 9
PD95- 4
PD95- 2
6746_R

DI XON
CONTRA COSTA
ALS9

ALS7

ALS6

ALS5

ALS4

ALS3

ALS2
TULARE
MANTECA
ALS1

TR1

TiC

PF1

ANN1
STUCKY
oLS#2

OAK 92-10
OAK 92-3
OAK 88-9
PLUMR#4
4S3

5R1

552

MAPLE
6748

6744

6749

6751

PE. PLS
Cl. 11067
Cl. X0
Cl.52

CO. 01
6740

PL. 788

FIGURA 7 1 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS DA REGIAO
INTERGENICA 16S-23S UTILIZANDO O PROGRAMA EASYALIGN. AS
SEQUENCIASEM AZUL INDICAM O GENE PARA TRNA'*F E AS SEQUENCIAS EM
VERMELHO INDICAM O GENETRNA”**. O SIMBOLO “—* INDICA OS“GAPS



6. CONCLUSOES

A baixa variabilidade da regido intergénica 16S-23S, entre as seqiiéncias de todas
as linhagens de Xylella fastidiosa analisadas, indica que elas estdo intimamente
relacionadas do ponto de vista filogenético (Hendson et al. 2001). Com base na metodologia
cladistica foi possivel separar a linhagem do carvalho de citros, café e péssego. Uma
analise fenética realizada ndo foi suficiente para esta distincdo (Mehta et al., 2001). Foi

também possivel a distingdo entre isolados de café e citros.

Com bases nos dados revelados pelo cladograma, ndo é possivel afirmar que
isolados oriundos de uma mesma espécie vegetal, estdo juntos em um mesmo grupo
filogenético, sendo assim sofreram evolu¢des em tempos diferentes talvez influenciados por
motivos ainda desconhecidos. Podemos ressaltar ainda que o isolado de café sofreu
processos de divergéncia ao mesmo tempo que os isolados de citros indicando que a
doenca do cafeeiro nédo foi introduzida através da linhagem que causa CVC. Outros estudos
sobre evolugédo devem ser feitos a fim de elucidar o processo evolutivo das linhagens de

Xylella fastidiosa através de outros métodos capazes elucidar este processo.

A regido intergénica 16S-23S de todas as linhagens analisadas contém dois genes
para tRNAs (tRNA

Hendson et al. (2001). Algumas diferencas nas bases dos genes foi encontrada em

4@ & tRNA™) concordando com os estudos de Mehta et al. (2001) e

linhagens diferentes, contrastando com Chen (2001) que reporta a total similaridade entre

as sequéncias destes genes.

Em outros estudos onde foi usado o gene 16S para analises filogenéticas, revelou-

se poucas diferencas entre as estirpes de Xylella fastidiosa de diferentes hospedeiros, ndo



servindo, portanto, como um bom marcador para avaliar as diferencas de uma bactéria da mesma
espécie. Estudos sobre metabolismo, velocidade de crescimento em meio de cultura, andlise de

viruléncia devem ser feitos para que possam revelar possiveis diferencas entre as estirpes.
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Citros café uva uva o amendoa _, Oleander oak ameixa péssego maple amora olmo vinca ambrosia péra

Seq.-> CI.X0O 6740 6068 Trave 6746 ALS9 ALS1 Annl 889 PL.78 5S2 Acer 6744 6748 6749 6751 PE.PL
CI.X0O 1,000 0,994 0,964 0,968 0984 0,982 098 0968 0980 0,992 0982 0968 0,976 0,972 0,968 0,986 0,812

6740 -- 1,000 0962 0966 0978 0976 0966 0966 0974 0990 0976 0966 0974 0970 0966 0,980 0,806
6068 - -~ 1,000 0976 0,964 0962 0976 0968 0961 0972 0962 0976 0,984 0,980 0,949 0,966 0,793
Trave - -~ 1,000 0980 0986 1,000 0992 0984 0976 0986 1,000 0988 0984 0953 0970 0,797
6746 - — 1,000 0994 0980 0980 0,992 0,988 0,994 0,980 0,976 0,972 0,968 0,986 0,806
ALS9 - -~ 1,000 0986 0,986 0,998 0,986 1,000 0,986 0,974 0970 0966 0984 0,804
ALS1 - -~ 1000 0992 0984 0976 0,986 1,000 0,988 0,984 0,953 0,970 0,797
Annl - -~ 1,000 0984 0976 0,986 0,992 0,980 0,976 0953 0,970 0,797
88-9 - -~ 1000 0984 0998 0984 0,972 0,968 0,964 0,982 0,802
PL78 - -~ 1000 0986 0976 0,984 0,980 0,972 0,990 0,810
5S2 - ~ 1000 0986 0,974 0,970 0,966 0,984 0,804
Acer - -~ 1,000 0,988 0,984 0,953 0970 0,797
6744 - -~ 1,000 0,992 0,961 0,978 0,804
6748 - -~ 1,000 0957 0974 0,804
6749 - -~ 1,000 0974 0,797
6751 - -~ 1,000 0,810
PEPL - 1,000

Tabela 5. Niveis de similaridade das seqiiéncias de bases da regido intergéncia 16S-23S rDNA entre linhagens de Xylella fastidiosa isoladas de

citros, café, videira, améndoa, oleander, carvalho, ameixa, amora, péssego, Acer macrophila, olmo, ambrosia americana, vinca e péra.



Citros citros citros café café
Seq.-> CI.X0O ClL11 Cl152 CO0.01 6740
CI.X0 1,000 1,000 0,998 0,994 0,994

ClL11 - 1,000 0,998 0,994 0,994
Cl.52 —-- - 1,000 0,996 0,996
Co.01 - - - 1,000 0,996
6740 - - - - 1,000

Tabela 6. Niveis de similaridade das seqliéncias de bases da regido intergéncia 16S-23S rDNA entre linhagens de Xylella fastidiosa isoladas de

citros e café.

Citros café café uva uva uva uva uva uva uva
Seq.-> CI.X0O CO.01 6740 6068 GR.89 Trave VinoF STL R116V PD95-

CI.X0 1,000 0994 0,994 0,964 0,966 0,968 0,968 0,968 0,968 0,968
co.01 - 1,000 0996 0962 0968 0966 0,966 0,966 0,966 0,966
6740 - 1,000 0962 0,968 0,966 0966 0,966 0,966 0,966
6068 -~ 1,000 0976 0,976 0,976 0,976 0,976 0,976
GR.89 -~ 1000 0972 0972 0,972 0,972 0,972
Trave ~~ 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
VinoF -~ 1,000 1,000 1,000 1,000
STL ~ 1,000 1,000 1,000
R116V - -~ 1,000 1,000
PD95- — 1,000

Tabela 7. Niveis de similaridade das seqiiéncias de bases da regido intergéncia 16S-23S rDNA entre linhagens de Xylella fastidiosa isoladas de

citros, café e videira.



Oleander Carvalho Péssego

- g U~ —— —~ — _
Seq.> TR1 Tic PF1  Annl Stuck OLS#2 92-10 92-3 88-9 4S3 5R1  5S2
TR1 1,000 1,000 1,000 1,000 0,984 0,984 0,984 0,984 0,984 0,986 0,986 0,986
Tlc - 1,000 1,000 1,000 0,984 0,984 0,984 0,984 0984 0,986 0,986 0,986
PF1 - --- 1,000 1,000 0,984 0,984 0,984 0,984 0984 0,986 0,986 0,986
Annl - - - 1,000 0,984 0,984 0,984 0,984 0,984 0,98 0,986 0,986
Stuck - - - - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,998 0,998 0,998
OLS#2 --- - - --- --- 1,000 1,000 1,000 1,000 0,998 0,998 0,998
92-10 --- - - - --- --- 1,000 1,000 1,000 0,998 0,998 0,998
92-3 - - - - --- --- --- 1,000 1,000 0,998 0,998 0,998
88-9 1,000 0,998 0,998 0,998
4S3 - --- --- - --- --- --- --- - 1,000 1,000 1,000
5R1 - --- --- - - - --- --- - - 1,000 1,000
552 - - - - - - - --- --- - - 1,000

Tabela 8. Niveis de similaridade das seqiiéncias de bases da regido intergéncia 16S-23S rDNA entre linhagens de Xylella fastidiosa isoladas de

olmo, carvalho e péssego.



Seq.->6746 Dixon Contr ALS9 ALS7 ALS6 ALS5 ALS4 ALS3 ALS2 Tular Mante ALS1
6746 1,000 0,994 0,994 0,994 0,994 0,994 0,994 0,994 0,994 0,994 0,980 0,980 0,980

Dixon --- 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,986 0,986 0,986
Contr --- - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,986 0,986 0,986
ALS9 - —-- —-- 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,986 0,986 0,986
ALS7 - - - - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,986 0,986 0,986
ALS6 - - - - - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,986 0,986 0,986
ALS5 - - - - - - 1,000 1,000 1,000 1,000 0,986 0,986 0,986
ALS4 - -- -- - - - - 1,000 1,000 1,000 0,986 0,986 0,986
ALS3 - - - --- - - - - 1,000 1,000 0,986 0,986 0,986
ALS2 - - - --- --- - - - - 1,000 0,986 0,986 0,986
Tular - - - --- --- - - - - - 1,000 1,000 1,000
Mante -- —-- —-- - - - - - - - —-- 1,000 1,000
ALS1 - - - - - -— -—- -—- - - - - 1,000

Tabela 9. Niveis de similaridade das sequiéncias de bases da regido intergéncia 16S-23S rDNA entre linhagens de Xylella fastidiosa isoladas de

améndoa.
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85
g
79
61
79
88
79
69
64
64
59

PE.PLS - pera
GR. 8935 - uva
6068 - uva

6748 Olmo
6744 - amora
PL.788 - ameixa
Cl.52 - citros
Cl.11067 - citros
CI.X0 - citros
CO.01 - café
6740 - café
6746 - améndoa

Dixon - améndoa
gggga Costa - améndoa
- amendoa
ALS7- améndoa
ALS6- améndoa
ALS5- améndoa
ALS4- améndoa
ALS3- améndoa
ALS2- améndoa
Plum2#4 ameixa
4S3 - péssego
5R1 - péssego
5S2 - péssego
Hopland - uva
Oxford - uva
Douglas - uva
Moore Park - uva
Traver - uva
Medeiros - uva
VinoF- uva
Preston Ranch- uva
UCLA - uva
Meyley - uva
Santa Cruz — uva
STL -uva
Fetzer - uva
Stags Leap - uva
Conn Creek - uva
R118V3- uva -
R116V3 - uva
PD95-9 - uva
PD95-4 - uva
PD95-2 - uva
Tulare - améndoa
Manteca - améndoa
ALS1 - améndoa
Maple
TR1 - oleandro
T1c - oleandro
PF1 - oleandro
Annl - oleandro

— Stucky - carvalho
—— OLS#2 - carvalho

Oak 92-10 - carvalho

—— Oak 92-3 - carvalho

Qak 88-9 - carvalho

r 6749 - ambrosia
~ 6751 - vinca

Figura 7. Cladograma gerado com o algoritimo de Busca heuristica no programa PAUP* de linhagens de

Xylella fastidiosa isoladas de diferentes espécies vegetais, tendo como grupo externo a linhagem de Xylella

fastidiosa isolada de péra (PE.PLS). indice de consisténcia (Cl) =0.9063 ; indice de retencéo (RI) = 0.9432 ;

indice de Homoplasia (HI) = 0.0938. indice de consisténcia otimizado (RC) = 0.8548. Os nimeros acima dos

galhos séo valores boostrap (em %) obtidos com 2000 replicagfes. Apenas valores acima de 50% estao

ilustrados.
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