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RESUMO
Nakatani, A.K., Lopes, R. & Camargo, L.E.A. Variabilidade genética de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Summa Phytopathologica,

v.35,n.2,p.116-120,2009

A mancha bacteriana, causada por Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae, ¢ uma das mais importantes doengas do maracujazeiro,
podendo limitar a producdo dessa frutifera em algumas regides do
Pais. O uso de resisténcia genética e controle quimico, juntamente
com o emprego de medidas de exclusdo, sdo as praticas de controle da
doenga mais recomendadas. Para o desenvolvimento de variedades
resistentes ¢ necessario conhecer tanto a variabilidade genética do
hospedeiro quanto do patdogeno. Nesse trabalho foi estudada a
variabilidade de cinqiienta isolados patogénicos de Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae, coletados em quatro diferentes locais no
estado de Sdo Paulo. No estudo da variabilidade genética foram usados
dados de marcadores moleculares RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), os quais foram usados para o célculo do coeficiente
de similaridade de Dice entre os isolados, analise de varidncia molecular
(AMOVA) entre e dentro das populagdes ¢ agrupamento dos isolados

Palavras-chave adicionais: Diversidade, Bacteria, Agressividade.

pelo método UPGMA. Para analise da agressividade foram usados
cinco isolados, mais divergentes, baseado no dendrograma. O
coeficiente de similaridade variou entre 0,6887 ¢ 0,9688. Na analise
de agrupamento, os isolados foram separados em sete grupos e ndo
houve relagdo evidente entre local de coleta com a composi¢do dos
grupos. Na analise da varidncia molecular (AMOVA) verificou-se que
a maior parte da variabilidade genética estd dentro das populac¢des
(89,4%) e apenas 10,6%, entre populagdes. Os resultados da analise
de agrupamento ¢ da AMOVA indicam que existe grande fluxo génico
entre isolados bacterianos nas regides analisadas. No teste de
patogenicidade verificou-se diferenca significativa de agressividade
entre os isolados. Os resultados demonstram a importdncia do
conhecimento da variabilidade genética e da agressividade na selegdo
dos isolados para serem utilizados em testes de resisténcia genética no
desenvolvimento de variedades resistentes.

ABSTRACT

Nakatani, A.K., Lopes, R. & Camargo, L.E.A. Genetic variability of Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Summa Phytopathologica, v.35,

n.2,p.116-120,2009

The bacterial spot, caused by Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae , is one of the most important diseases of passion fruit,
which can drastically limit the production in some regions of Brazil.
The use of genetic resistance, chemical control and the adoption of
exclusion measures are the more recommended practices for the
control of this disease. To produce the resistant varieties knowledge
about the variability of both host and pathogen is needed. In this
study, we investigated the variability of 50 pathogenic isolates of X.
axonopodis pv. passiflorae, collected from four production areas in
Sdo Paulo State. We used RAPD markers (Random Amplified
Polymorphic DNA) for identification of the degree of genetic
similarities through dice coefficient, analysis of molecular variance

Keywords: Diversity, Bacterium, Agressiveness.

(AMOVA), among as well as within populations and clustering by the
UPGMA method. Based on the clustering, the five more divergent
isolates were selected for agressiveness trials. The similarity
coefficient ranged from 0.6887 to 0.9688. Clustering analysis grouped
the isolates in seven categories and neither apparent correlation was
identified among their geographical origin no clustering pattern. The
AMOVA data showed that the variability within and among populations
were 89.4% and 10.6% respectively. The clustering analysis indicated
genic flow among the different production areas. The results highlights
the importance of taking into consideration the bacterial genetic
variability of this bacterium as well as its agressiveness during the
selection of resistant varieties.

O maracujazeiro ¢ uma planta tropical de sabor exdtico e rico em
suas propriedades alimenticias, ornamentais ¢ medicinais. A expansao
da cultura no Brasil, embora em ritmo crescente, encontra limitagdes,
principalmente associadas a fatores fitossanitarios. Entre esses destaca-
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se a bacteriose do maracujazeiro, doenga causada por Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae, a qual € de dificil controle e de ocorréncia
generalizada no Brasil (22). A doenga foi constatada pela primeira vez
no Brasil, em 1968, naregido de Araraquara, Estado de Sdo Paulo (24)
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¢ ja foi relatada em todas as regides produtoras do pais (30). Em 2000,
a denominagdo da bactéria foi alterada de Xanthomonas campestris
pv. passiflorae (Pereira) Dye para Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae (8).

A doenca manifesta-se principalmente nas partes tenras ou
suculentas dos tecidos, estendendo-se aos elementos vasculares
adjacentes podendo, além de inutilizar os frutos para o consumo,
acarretar a destrui¢do total da planta afetada (15, 29, 30).

A medida de controle da doenga de maior importancia
atualmente € a utilizacdo de mudas e sementes sadias. No entanto, no
Estado de Sao Paulo, a bacteria esta disseminada em praticamente
todas as regides onde se cultiva comercialmente o maracujazeiro, o
que constitui um entrave para obtenc¢do de material de propagacdo
sadio (18) e o controle quimico ndo tem se mostrado eficiente (31). O
desenvolvimento de variedades resistentes € apontado como a medida
mais efetiva no controle da doencga por ndo causar impactos ambientais
e ser de reduzido custo para o produtor (29).

Embora o conhecimento da resisténcia genética de Passiflora
a bacteriose do maracujazeiro ainda seja incipiente, resultados obtidos
tém indicado variabilidade do carater dentro da espécie e heranga
quantitativa (13, 17, 19). Para que a resisténcia genética seja utilizada
de maneira eficiente no desenvolvimento de variedades que apresentem
resisténcia duradoura e de amplo espectro é necessario tanto o
conhecimento das fontes de resisténcia na espécie hospedeira como da
variabilidade da agressividade na populag@o do patégeno. Os isolados
bacterianos a serem utilizados nos testes de agressividade deve ser
selecionados a partir do estudo da variabilidade genética do patdgeno,
procurando, dessa maneira, representar a variabilidade existente nos
ambientes de cultivo (3, 11, 20, 25).

Os marcadores moleculares tém sido eficientes na analise da
variabilidade genética de patogenos, incluindo estudos da variabilidade
genética de diferentes espécies de Xanthomonas. Verdier et al. (32),
utilizando a técnica de RFLP, de sondas de 16S e 23S RNAm
encontraram alta variabilidade genética em isolados de Xanthomonas
axonopodis pv. Manihotis provenientes da América do sul, regido de
origem da mandioca. Para essa mesma bactéria, Restrepo et al. (27),
utilizando marcadores RFLP, rep-PCR e AFLP, encontraram resultados
semelhantes. Raymundo et al. (26), estudando diversidade genética
em populagdes de Xanthomonas oryzae pv. oryzicola isoladas de arroz,
encontraram alta variabilidade entre e dentro das populacdes da
bactéria. Gongalves & Rosato (8), utilizando a técnica RAPD (random
amplified polymorphic DNA), estudaram a diversidade genética de
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae entre isolados de diferentes
Estados brasileiros.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a variabilidade genética
e patogénica de isolados de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae
obtidos a partir de plantas de maracuja em plantios de quatro diferentes
municipios do Estado de Sao Paulo.

MATERIALE METODOS

Obtenc¢iao e caracterizacdo de isolados de Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae

Amostras de folhas sintomdticas de maracujazeiro foram
coletadas em trés propriedades comerciais ¢ em uma nao produtora
comercial de maracuja, localizados nos municipios de Vera Cruz (VCR),
Holambra (HOL), Sdo Miguel Arcanjo (SMA e SMD) e Sao Pedro
(SPD), Estado de Sao Paulo, neste ultimo em propriedade néo
produtora. De cada propriedade foram obtidos 10 isolados de diferentes
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plantas de maracuja azedo. Na propriedade situada em Sdo Miguel
Arcanjo foram também feitas coletas em maracuja doce e, para verificar
a ocorréncia de infecgdo por mais de um hapldtipo na mesma planta,
foram coletadas trés folhas sintomaticas em uma mesma planta de
maracuja azedo.

Os isolamentos bacterianos foram realizados no Laboratorio
de Genética Molecular do Departamento de Entomologia, Fitopatologia
e Zoologia Agricola da ESALQ-USP.

Os isolados obtidos foram inoculados artificialmente em plantas
de maracuja. A patogenicidade dos isolados foi testada por meio de
inoculacdes artificiais com suspensdes bacterianas obtidas a partir de
colonias puras cultivadas em meio nutriente agar (NA) (3 g extrato de
carne, 8 g de peptona, 15 g de dgar e 1000 ml de agua destilada, pH 7,0)
durante 48 horas. As colonias foram lavadas com agua esterilizada e a
suspensdo bacteriana padronizada em espectrofotometro (Hitachi U-
2000) a OD,;=0,3, 0 que representa uma concentragdo aproximada
de 10%unidades formadoras de colénias/ml (u.f.c/ml). Foram utilizadas
plantas de maracujd azedo com 90 dias de idade, cultivadas em vasos
e mantidas em casa de vegetagdo. O método utilizado foi o do corte
com tesoura previamente imersa em suspensdo bacteriana (12). Para
cada isolado, foram inoculadas duas plantas e, no caso da testemunha,
o indculo foi substituido por dgua. Apds a inoculagdo, as plantas
foram submetidas a cdmara imida por 48 horas. Os sintomas foram
avaliados 10 dias ap6s a inoculagdo com base na presenca ou auséncia
de lesdes tipicas. Apos o reisolamento e teste de patogenicidade, foi
feita a extragdo do pigmento xanthomonadina, o qual ¢ produzido por
todos os membros do género Xanthomonas (10), Axanthomonadina é
identificada por seu espectro de absor¢do apresentando um pico
maximo de absorbancia entre 442 e 446 nm; dois “ombros” a467 € 420
nm, sendo por isso utilizado para confirmagao do género dos isolados.

Anélise de marcadores moleculares RAPD

A extracdo do DNA bacteriano foi feita segundo protocolo de
Ausubel (2). Apds a extragdo, o DNA de cada um dos 50 isolados
bacterianos foi submetido a amplificagcdes por PCR com os
oligonucleotideos OPAA 1, OPAA 4, OPAA 6, OPAA 9, OPAA 17,
OPAA 16, OPAA 7, OPAA 12, OPAA 2, OPAA 3, OPAA 15 ¢ o
OPAB 1, OPAB 14, OPAB 17, OPAB 05) produzidos pela Operon
Technologies Inc. (Alameda, CA, EUA) em termociclador PTC-100
(MJ. Research, Alameda, CA, EUA), com adaptagdes as condigoes
descritas por Gomes (7). As reagdes foram realizadas em volume final
de 20 pl, contendo 30ng de DNA de cada amostra, 30 ng do iniciador,
1U de Taq DNA polimerase (Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA),
2,5 ul de 10x de tampdo e 0,2 mM de mistura de ANTP e 3,0 mM de
MgCl,. As amostras foram submetidas a desnaturagio inicial a 92 °C
por 2 minutos, seguida de 40 ciclos a 92 °C por 1 minuto, 37 °C por 2
minutos e 72 °C por 2 minutos e ao final, uma extensao de 72 °C por 3
minutos. Os produtos da amplificagdo foram submetidos a eletroforese
em tampao TBE 1X a Sv/cm, em gel de agarose 1,5% contendo brometo
de etideo na concentragdo de 5 pg/ml. Os géis foram visualizados sob
luz ultravioleta e fotografados em sistema digital com aparelho
fotodocumentador Pharmacia Biotech Image Master VDS (Pharmacia
Biotech, San Francisco, CA, EUA).

Analise da variabilidade genética dos isolados bacterianos

Os géis de RAPD foram analisados para presenga ou auséncia de
bandas no gel, usando o codigo 1 para representar a amplificagdo do
fragmento (presenca da banda no gel) e 0, para auséncia de amplificagdo
(auséncia da banda no gel), construiu-se uma matriz binaria e calculou-
se a similaridade genética entre os isolados utilizando o coeficiente de
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Dice, o qual ¢é obtido pela expressdo D = 2a/2a+b+c, sendo a
coincidéncia do tipo 1-1, b discordancia 1-0 e ¢ discordancia 0-1.
Utilizando os coeficientes de similaridade genética, os isolados foram
agrupados pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
with Arithmetical Average).

Para analise da variabilidade genética dos isolados entre ¢ dentro
dos diferentes locais de coleta foi realizada a Analise de Variancia
Molecular (6). A partir das freqiiéncias dos fragmentos amplificados
nas populagdes foi calculada a distdncia entre as mesmas. As anélises
de foram realizadas no Programa Genes — Aplicativo Computacional
em Genética e Estatistica (4).

Avaliac¢io da agressividade dos isolados bacterianos

A partir dos coeficientes de similaridade genética e da analise de
agrupamento, foram selecionados, com base na divergéncia genética,
geneticamente diferentes, cinco isolados para avaliagdo da agressividade
com inoculagdes artificiais. As inoculagdes foram realizadas em
Novembro de 1999 e Maio de 2000 em folhas de plantas de maracuja
azedo (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.) cultivar Sul Brasil com 90
dias de idade, cultivadas em vasos e mantidas em casa de vegetagao.

Os isolados bacterianos foram multiplicados em meio NA a 28 °C
por 72 horas ¢ as suspensdes aquosas usadas para as inoculagdes
foram padronizadas em espectrofotometro (Hitachi U- 2000) a
OD,,,=0.3 (aproximadamente 10®* UFC/mL). Para a inoculagdo
empregou-se 0 método do corte das folhas a 5 cm da extremidade com
tesoura previamente imersa em suspensdo bacteriana (12). Na
testemunha, o inoculo foi substituido por 4gua. Apds a inoculagao, as
plantas permaneceram em camara umida (22°C + 2) por 48 horas.
Foram realizados dois experimentos, conduzidos no delineamento
estatistico em blocos ao acaso, com 5 repetigdes, sendo cada parcela
constituida por um vaso contendo duas plantas.

Vinte dias ap6s as inoculagdes, as folhas inoculadas foram
removidas e quantificada a area foliar lesionada (AFL) em cm? e para
tanto, a area da les@o foi desenhada em folha plastica transparente e
avaliada usando-se um medidor de area foliar (Li-Cor, Li-3100,
Nebraska, EUA). Os dados foram submetidos a analise de variancia e
testes de médias (Tukey, P<5%), probalidade menor que 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacio e patogenicidade dos isolados bacterianos

Todos os isolados bacterianos apresentaram o pigmento amarelado
denominado de xanthomonadina, cujo espectro de absor¢do desse
pigmento apresenta um pico maximo de absorbancia entre 442 ¢ 446
nm, além de dois “ombros” a 467 e 420 nm, tendo sido classificados
como pertencente ao género Xanthomonas (10).

Asplantas de maracuja (Passiflorae edulis f. flavicarpa) inoculadas
artificialmente desenvolveram sintomas da doenga. A partir do re-
isolamentos foram produzidas colonias bacterianas semelhantes as
usadas para inoculagdo, fechando os postulados de Koch.

Variabilidade genética dos isolados bacterianos

A amplificagdo do DNA gendmico dos 50 isolados de Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae com quinze oligonucleotideos gerou 113
fragmentos, dos quais 71 (62,8%) foram polimoérficos. Os perfis de
DNA obtidos com a utilizagdo do oligonucleotideo OPAA12
encontram-se na Figura 1.

O menor valor de similaridade genética, D=0,6887, foi observado
entre os isolados VCR06 e SMDOS3, coletados nos municipios de Vera
Cruz, em maracuja azedo, ¢ em Sao Miguel Arcanjo, em maracuja
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Figura 1. Fragmentos de RAPD gerados a partir da amplificagio do DNA
gendmico de 50 isolados de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae
com o oligonucleotideo OPAA12.

doce. Os maiores valores de similaridade, D=0,9688, foram observados
para os isolados SMAOS e SPD06, provenientes de maracuja azedo e
de maracuja doce coletados nos municipios de Sdo Miguel Arcanjo e
Sao Pedro, respectivamente. Gongalves & Rosato (8), utilizando
marcadores moleculares, verificaram a existéncia de elevado grau de
polimorfismo entre isolados de Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae coletados em sete Estados brasileiros, com niveis de
similaridade variando de 0,35 a 0,85, inferiores aos observados no
presente trabalho, de 0,6887 a 0,9688.

O agrupamento dos isolados pelo método UPGMA ¢ apresentado
na Figura 2. A analise de agrupamento tem-se por finalidade dividir os
isolados em grupos com maior similaridade. Utilizando como ponto
de corte para divisdo dos grupos 90% do valor obtido na formagéo do
grupo final, sdo separados sete grupos. O agrupamento observado
demonstrou que o local de coleta ndo ¢ fator preponderantemente na
determinagdo da similaridade genética dos isolados, pois verifica-se
que ndo houve relagéo evidente entre local de coleta e composicao de
grupos. Os isolados de Holambra (HOL) ¢ de Sdo Pedro (SPD)
distribuiram-se por cinco grupos; os de Vera Cruz (VCR) e de Sdo
Miguel Arcanjo coletados em maracuja doce (SMD), por seis grupos
¢ os de Sdo Miguel Arcanjo coletados em maracuja azedo (SMA) por
todos os sete grupos.

Gongalves & Rosato (8) encontraram relagdo entre regido de coleta
e similaridade genética de isolados de X. axonopodis pv passiflorae,
sendo os grupos formados em fung&o da regido de coleta. Contudo, os
autores, realizaram as amostragens em regides mais dispersas
geograficamente, localizados em sete estados brasileiros, no presente
trabalho, entretanto, a coleta das amostras foi limitada ao estado de
S&o Paulo, oque poderia explicar os valores de similaridade genética
encontrados.

A variabilidade observada nas populagdes de X. a. pv. passiflorae
¢ explicada pelo fato de ser o Brasil um importante centro de diversidade
do género Passiflora (5), e geralmente os centros de diversidade dos
hospedeiros também sdo centros de diversidade dos patogenos (16).

A analise de variancia molecular (Quadro 1) demonstrou que a
maior parte da variabilidade genética dos isolados estd dentro das
populagdes, 89,4%, embora exista diferengas significativas entre as
populagdes, 10,6%. Abaixa proporcao da variabilidade entre em relagdo
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Figura 2. Agrupamento hierarquico dos 50 isolados de Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae pelo método UPGMA usando o coeficiente de
similaridade de Dice calculado a partir de 73 locos RAPD. Os valores
numéricos abaixo do dendograma representam as distancias convertidas
em percentagens, tomando como base o valor da distdncia do ultimo
isolado com o grupo igual a 100%. Os simbolos a esquerda representam os
isolados analisados, sendo as letras usadas para identificar o local de coleta:
Hol — Holambra, VCR — Vera Cruz, SMA — Sao Miguel Arcanjo (maracuja
azedo), SMD — Sao Miguel Arcanjo (maracuja doce) e SPD — Sdo Pedro e
os numeros os isolados.

a dentro de populagdes corrobora com o agrupamento obtido que nao
evidenciou diferenciacdo genética entre populagdes indicando que existe
grande fluxo génico entre as regides analisadas. O fluxo génico, no caso
de plantios do Estado de Sao Paulo, ¢ facilitado pela troca de materiais
vegetais (mudas e sementes) entre as regides produtoras. No inicio
dos plantios de maracuja na regido de Sao Miguel Arcanjo, por exemplo,
os produtores buscavam sementes de areas produtoras em Vera Cruz
ou, ainda, obtinham sementes a partir de frutos comercializados no
mercado. Intensificacdo de fluxo génico por meio de transito de
sementes contaminadas € possivel no caso de X. a. passiflorae, a
exemplo de outras espécies do género que sabidamente sdo
disseminadas por esta via, tal como Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria (14) e Xanthomonas campestris pv. cerealis. Segundo Dias
(5), a incidéncia de X. a. pv. passiflorae em sementes pode chegar a
1,8%.

A similaridade entre as populagoes (locais de coleta), calculada a
partir das freqiiéncias dos fragmentos amplificados (bandas), variou
de 0,8255, entre as populagdes HOL e SPD, as mais similares, a
0,8735, entre SMA e SPD, as mais divergentes.

Os isolados SMAO7, SMA08 ¢ SMAO09, coletados na mesma
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Quadro 1. Analise da variancia molecular (AMOVA) aplicada a 71 locos
RAPD analisados em Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae isolada
em quatro areas de maracuja-amarelo ¢ uma de maracuja-doce.

Fontes de  Graus de Quadrados Estimativa dos Porcentagem
Variagdo  liberdade Médios componentes de varidncia da variancia P!
Entre 4 20,44 1,11 10,6 <0,01
Dentro 45 9,36 9,36 89,4 <0,01

Total 49 10,22 10,47 100,0

! Probabilidade de que o valor estimado do componente de variagio seja ao
acaso. Teste realizado com 1.000 permutagdes.

planta de maracuja azedo no municipio de Sao Miguel Arcanjo, foram
atribuidos a grupos diferentes demonstrando infecg¢do de diferentes
haplétipos na mesma planta.

Agressividade dos isolados bacterianos

A andlise da patogenicidade foi realizada utilizando-se cinco
isolados; VCR1, SMA6,SMD1,HOLS e SPD10. As médias da variavel
AFL dos cinco isolados avaliados foram comparadas pelo teste Tukey
(P<0,05) (Figura 3).

O isolado SMAG6 produziu maior AFL; contudo, o valor observado
ndo diferiu estatisticamente dos valores da AFL obtidos para os
isolados SPD10 ¢ HOLS, mas foi estatisticamente superior aos dos
isolados VCR1 e SMD1. O isolado SMD1 apresentou o menor valor
de AFL, mas ndo diferiu estatisticamente da AFL do isolado VCR1.
Os valores de AFL observados para todos os isolados diferiram
estatisticamente da testemunha. O resultado indica a existéncia de
variabilidade na agressividade dos isolados quando inoculados em
maracuja azedo, diferente do que foi verificado por Gongalves & Rosato
(8), que ndo encontraram variacdo da severidade em testes de
patogenicidade de X. axonopodis pv. passiflorae em P. alata. Do ponto
de vista pratico, os resultados obtidos indicam a necessidade de
considerar a variabilidade do patégeno na avaliagdo de gendtipos de
maracuja em programas de sele¢@o de cultivares resistentes. O uso de
isolados mais agressivos ¢ desejavel, pois proporciona mais rigor na
selecdo e melhor discernimento entre gendtipos resistentes e
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Figura 3. Agressividade de cinco isolados de Xanthomonas axonopodis
pv. passiflorae em plantas de maracuja azedo avaliada no experimento
dois, a partir da area foliar média lesionada (AFL), 20 dias apds a inoculag@o.
Barras com a mesma letra indicam que os valores da AFL ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.
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suscetiveis.

Varia¢des em agressividade ocorrem aparentemente em diferentes
isolados de praticamente todas as bactérias fitopatogénicas como
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (1), Xanthomonas campestris
pv. campestris (9) e Ralstonia solanacearum (21). No caso do maracuja,
a variabilidade em agressividade aqui relatada pode explicar informagoes
contraditdrias encontradas na literatura sobre a resisténcia de espécies
de Passiflora a X. axonopodis pv. passiflorae. Rodrigues Neto et al.,
(28) relataram uma maior suscetibilidade de P. alata em relagdo a
Passiflorae edulis f. flavicarpa, ao passo que segundo Oliveira et al
(23) P, alata é aparentemente mais tolerante a bacteriose. Considerando
que existem mais de trés centenas de espécies de passiflorae, € possivel
que exista variabilidade na agressividade de Xanthomonas axonopodis
pv. passiflorae. Por outro lado, sendo a América do Sul centro de
diversidade do maracuja, é razoavel supor que exista grande variabilidade
pararesisténcia a X. a. passiflorae em Passiflorae edulis f. flavicarpa
com potencial para uso no desenvolvimento de variedades resisténtes.
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