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RESUMO

SILVA, Fernanda Pereira da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2015.
Caracterizacdo biologica e molecular de um bacteriéfago especifico para
Xanthomonas campestris pv. campestris. Orientadora: Poliane Alfenas Zerbini. Co-
orientadores: Marisa Vieira de Queiroz e Eduardo S. G. Mizubuti.

Os virus que infectam bactérias sdo denominados bacteriéfagos, sendo também
referidos como “fagos”. Os bacteridfagos que infectam bactérias fitopatogénicas, tem
despertado crescente interesse dewd@eu potencial para o biocontrole. A bactéria
Gram negativa&Xanthomonagsampestrigov. campestrisg o agente causal da podridao
negra das brassicasBrassicaceag sendo responsavel por perdas econbmicas,
resultantes do dificil controle. Assim, este trabalho teve como objetivo realizar o
isolamento e a caracterizacdo biolégica e molecular de bacteriéfagos infectando
Xanthomonascampestrispv. campestris Para isso, plantas da familBxassicaceae
apresentando sintomas da podriddo negra e solo rizosférico, foram coletados em campos
de cultura em Coimbra-MG e triados para a presenca de bacteriéfagos adotando a
técnica de formacédo de placas de lise por meio da sobrecamada de &gar. Das nove
amostras analisadas, uma amostra apresentou placas de lise persistente nos quatro ciclos
de propagacgédo. O fago foi denominapldacpl e apresentou cabeca icosaédrica de
aproximadamente 30 + 5 nm de diametro e uma cauda curta com 6 = 0,2 nm de
comprimento e 7 + 0,2 nm de didmetro. O bacteriéfago possui acido nucleico composto
por uma unica molécula de DNA fita dupla (dsDNA) com tamanho estimado em 65
Kpb. De acordo com a morfologia e tipo de genoma, o bacteriGfxXgxpl foi
classificado na famili@odoviridae (Ordem Caudovirale$. A sequencia do genoma
completo do fago esta sendo analisada e sera utilizada para estudar o relacionamento
filogenético com outros bacteriéfagos que infectXmnthomonascampestris O
bacteri6fago mostrou capacidade em infectar apenas isoladoXanhomonas
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campestrigov. campestriano teste de susceptibilidade, apresentando placas de lise com
coloragdo, tamanho e formato padréo. Isolados bacterianos relacionados e né&o
relacionados aXanthomonascampestris pv. campestresndo foram suscetiveis a
infeccdo. Em conjunto esses resultados demostram @)iacpl apresentou
caracteristicas ideais de especificidade e viruléncia que motivamsfesitmos para

sua utilizacdo como uma ferramenta biotecnoldgica para a utilizacdo no biocontrole da

podriddo negra em brassicas.
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ABSTRACT

SILVA, Fernanda Pereira da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2015.
Biological and molecular characterization of a bacteriophage specific for
Xanthomonas campestris pv. campestris. Adviser: Poliane Alfenas Zerbini. Co-
adviser: Marisa Vieira de Queiroz and Eduardo S. G. Mizubuti.

Viruses that infect bacteria are termed bacteriophages, and also referreghages

or “bacteriovirus”. The bacteriophages that infect bactéria plant pathogens, has attracted
increasing interest due to its potential for biocontrol. The gram-negative bacterium
Xanthomonas campestrigv. campestrisis causal agent of black rot of crucifers
(Brassicaceag accounting for economic losses resulting from difficult to control. This
study had objective perform the isolation and molecular characterization of biological
and bacteriophage infectinganthomonas campestniw. campestris For this, plants of

the family Brassicaceaeshowing symptoms of black rot and rhizosphere soil were
collected in crop fields in Coimbra-MG and screened for the presence bacteriophage
adopting the technique of forming plaques by agar overlay. The analyzed nine samples,
one sample showed signs of Persistent lysis in four cycles of the spread. The phage was
named ¢Xacpl and icosahedral head showed approximately 30 + 5 nm in diameter and

a tail short-+ 5 nm in length and 0.7 £ 0.3 4 nm diameter. The bacteriophage has nucleic
acid consists of a single double stranded DNA molecule (dsDNA) with size estimated at
65 kbp. According to the morphology and type of genohaeteriophage ¢Xacpl

scored in Podoviridae family (Ord@audovirale¥. The sequence the complete genome

of the phage is being analyzed and will be used to study the phylogenetic relationships
with other bacteriophages that infeganthomonascampestris The bacteriophage
showed ability to infect onlXanthomonasampestrispv. campestrisin susceptibility

testing, presenting plaques staining, size and pattern shape. Isolated bacterial related and

unrelated toXanthomonas campestriCountry were not susceptible to infection.
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Together these results demonstrate that ¢Xacpl presented ideal characteristics of
specificity and virulence that motivate future studies for its use as a biotechnological

tool for use in biocontrol of black rot in crucifers.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os virus sdo micro-organismos que infectam todos os organismos vivos. Os
virus que infectam bactérias sdo denominados bacteriéfagos, sendo também referidos
como “fagos” (Flint et al. 2009, Tortoraet al.2012). Os bacteriéfagos sédo considerados
as micro-organismos mais abundantes na Terra, podendo ser isolados a partir de
diferentes ambientes, como esgoto, fezes, solo ou 4guaettq012). Contribuem
de diversas maneiras nos diferentes ecossistemas, como por exemplo, atuando como
agente mutagenico biologico (G#t al. 2003, Hag, Chaudhry, Akhtar, Andleeb and
Qadri 2012), e na determinacdo da diversidade microbiana de um determinado
ecossistema (Orlova 2012).

A descoberta dos bacteriéfagos deu-se com os trabalhos do bacteriologista
Frederick Twort (1877-1950) na Inglaterra, e do microbiologista Felix d'Herelle (1873-
1949) no Instituto Pasteur, na Franca (Abedmnal. 2011). Em 1915, Twort,
pesquisando meios para o crescimento artificial de virus, observou a formacéo de zonas
claras em placas de cultivo Mecrococcusque foi posteriormente denominada “glassy
transformation”. Os trabalhos sugeriram que a causa desse fen6meno era um agente
filtravel (Duckworth 1976). Posteriormente, em 1917, D'Herelle investigando as causas
de uma epidemia de disenteria em Paris, também observou a formacéo de pontos claros
em placas de Petri contendo culturas da bact8hmyella dysenteriaeEm sua
publicacdo denominaddUm micrébio invisivel, antagonico do bacilo disenteria”,
D'Herelle, além de propor o termo bacteriéfago, relatou que o agente antagonista do
bacilo causador da disenteria poderia ser isolado apenas a partir de individuos na fase
cronica da doenca, mantinha-se ativo apos filtragem, poderia ser propagado entre

colonias de bactérias, tinha a capacidade de imunizar coelhos inoculados com o bacilo



Shigella dysenteriae necessitava obrigatoriamente de uma célula hospedeira para seu
cultivo (Abedonet al.2011, Duckworth 1976, Orlova 2012).

Os bacteriofagos possuem diversas morfologias de particula, com tamanho
também bastante varidvel (20 a 500 nm de diametro), e o genoma pode ser constituido
por DNA ou RNA O capsideo pode apresentar simetria icosaédrica, filamentosa ou
pleomorfica e desempenha importantes fungdes no ciclo de vida do bacteriéfago, tais
como proteger o genoma de enzimas que degradam acidos nucléicos e realizar o
reconhecimento extracelular (virus sem cauda) para efetuar a adsor¢cao do bacteriofago,
ou seja, realizar a ligacdo do virion a superficie de uma célula bacteriana susceptivel
(Gill, et al.2003).

O ciclo de infeccao dos bacteriofagos pode ser separado em etapas, sendo uma
delas a etapa extracelular, onde virions difundem-se em meio aquoso na busca de uma
célula hospedeira susceptivel. Neste contexto, danos fisicos e quimicos devem ser
evitados para manter a viabilidade das particulas virais. Na fase intracelular a célula
hospedeira sintetiza 0s componentes necessarios a multiplicagéo virat (@i2003).

A propagacao viral envolve cinco etapas que estdo didaticamente organizada
e ligacdo, penetracdo, sintese, montagem e liberacdo (Abedon 2006). A ligacdo, ou
adsorcdo, € um processo especifico e depende de interacdes fisicas, quimicas e
bioguimicas entre o virion e a célula bacteriana hospedeira e ocorre por meio de
receptores localizados na superficie de ambos. Na bactéria, estes receptores
normalmente sao elementos estruturais da membrana, como glicoproteinas e o0s
lipopolissacarideos. A adsorcédo dos bacteri6fagos pode ocorrer de forma reversivel ou
irreversivel. No primeiro caso, ap0s o0 contato inicial entre o fago e a bactéria, pode
haver a perda da interacdo entre os receptores, culminando com a néo infecao da célula.

Na etapa de penetracédo (injecdo), a parede celular da bactéria € permegi@leada



acdo de enzimas presentes na cauda ou no capsideo e o virion ou acido @ucléico
inoculado no citoplasma da célula hospedeira (Abedon 2006, Madigah 2010,
Rossi and Almeida 2010).

Os bacteriofagos podem se multiplicar de diferentes maneiras, sendo
denominados ciclos de replicagdo liticos, lisogénicos, crénico ou pseudolisogénicos
(Weinbauer 2004). No ciclo litico, a expressao dos genes virais € regulada de modo a
redirecionar a maquinaria de sintese do hospedeiro, favorecendo a sintese de &cidos
nucleicos e proteinas virais. Os novos virions sdo montados e liberados como resultados
da lise (morte) celular, mediada por hidrolases e holinas, como no caso dos
bacteri6fagos com cauda T-pares (T2, T4 e T6) (Ackermann 2001, Maeéigah,

2010). A lise celular pode ser visualizada como uma zona clara em placa de Petri com
uma camada de células bacterianas em crescimento, convencionalmente denominada de
“placa de lise”, que pode ser obtida através do ensaio de formacdo de placas de lise,

com a técnica de sobrecamada de agar. Este ensaio além de permitir o isolamento de
linhagens virais puras, € utilizado para determinar o titulo de uma amostra viral (Gallet
et al. 2011). Os bacteriéfagos que adotam o ciclo litico podem ser utilizados como
ferramenta biotecnol6gica no controle de doengas bacte(ihernet al.2014).

No ciclo lisogénico (ou temperado), os bacteri6fagos tem um relacionamento
genético estavel com o hospedeiro, assumindo um estado denominado de lisogenia,
onde o genoma viral se integra no cromossomo do hospedeiro formgnadago”. O
profago replica em conjunto com o cromossomo do hospedeiro sem interferir no seu
ciclo e pode ser transferido para as células filhas na divisdo celular. Esse processo é
possivel, desde que a expressdo dos genes que controlam as funcdes liticas do
bacteri6fago permanecam reprimidas. Contudo, em determinadas condi¢gbes, como a

exposicdo a agentes mutagénicos quimicos, raios ultravioletas (UV) ou ionizantes,



dessecacao, os fagos lisogénicos podem reverter a via litica, iniciando a replicacéo de
forma litica. A lisogenia representa importancia para a recombinacdo génica, conferindo
novas propriedades para células bacterianas como, por exemplo, conferindo viruléncia
para bactérias patogénicas. Neste caso, 0s bacteriéfagos codificam fatores de viruléncia
que podem converterdulas ndo patogénicas em patogénicas, através de um processo
chamado dé‘conversdo lisogénica” (transferéncia de genes dos fagos para bactérias)
(Madigan, et al. 2010). Podem ser também utilizados como ferramenta de estudos
evolutivos, devido a presenca de sequencias virais integradas permanentemente nos
cromossomos bacterianos (Hatal. 2012, Madiganet al2010).

Infec¢des crbnicas ocorrem quando uma célula é infectada e a progénie viral é
constantemente liberada por brotamento ou extrusdo, sem que haja lise celular, como
ocorre em alguns fagos filamentos e fagos que infedéiymobacterium que sao
liberados da célula hospedeira sem destrui-la. Enquanto no ciclo pseudolisogénico, a
infecc@o ocorre em parte da populacdo e o genoma viral ndo € integrado no bacteriano,
podendo manter-se como na forma de um plasmideo, comumente descrito nos virus que
infectam Pseudomonas aeruginosaespécies do géneknalobacterium (Weinbauer

2004).

1.1. Classificacdo dos virus que infectam procariotos
A classificacdo dos virus de procariotos € baseada na morfologia da particula
viral e composi¢cdo do genoma (Kirgg al. 2012). De acordo com Ackermann and
Prangishvili (2012), existem pelo menos 6.300 espécies, sendo que 6.196 correspondem
aos virus que infectam organismos classificados na diBsé&teriae 88 na divisdo

Archaea. Aproximadamente 96,3% dos virus que infectam procariotos estao
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classifiados na ordef@audovirales que é caracterizada pela presenca de uma cauda na
particula.

A ordem Caudovirales possui trés familias morfologicamente e
filogeneticamente distintaddyoviridag que inclui os virus de cauda longa, contratil;
Siphoviridae caracterizada pela presenca de uma cauda longa, ndo comtratil;
Podoviridae composta pelos virus de cauda curta, ndo contratili (Abedon 2006,
Ackermann and Prangishvili 2012, King,al. 2012).

Quanto a frequéncia e distribuicdo, os bacteriéfagos ja foram descritos em 12
filos procariéticos, ocorrendo em 16 géneros do dorminahaea,incluindo quase que
exclusivamente hiperterméfilos ou extremdfilos haldfilos e 163Bdeteria com
destaque para o0s géneros classificados nos filos ProteobaeteRamicutes

(Ackermann & Prangishvili 2012)

1.2. Bacterioéfagos que infectam bactérias fitopatogénicas
Ja4 foram descritos diversos bacteriofagos capazes de infectar bactérias
fitopatogénicas de importancia econémica coXamthomonas campestr{in et al.
1999), Ralstonia solanacearurfiyamadaet al. 2007), Xillella fastidiosa(Ahern, et al.
2014),Xanthomonas axonopodw. citri (Ahmadet al. 2014b, Ahmacet al. 2014a) e

Xanthomonas campestiy. campestrigHunget al.2002).

Os bacteriéfagos que infectam bactérias fitopatogénicas podem causar diversas
alteracOes fisioldgicas nas células hospedeiras. Segundo (Alenadl, 2014b), a
infeccdo lisogénica do fago filamento XacF1l &@nthomonas axonopodpv. citri,
resultou em baixos niveis na producédo de polissacarideo extracelular, reducdo da taxa
de crescimento, diminuicdo da motilidade pulsante, drastica reducédo da viruléncia e

desenvolvimento das lesdes em folhas de citrus.



A infeccdo do bacteriofago liticwL7, em Xanthomonas campestripv.
campestrigXcc), resultou na morte do hospedeiro e estudos sobre a interacdo do fago
¢oL7 com seu hospedeiro, demonstraram que a mutacao dogeheo hospedeiro,
requerido para a sintese de xantana e lipopolissacarideo, reduz de maneira drastica a
adsorcao do fago na célula hospedeira (Hahgl.2002, Hunget al.2003).

A infeccdo por bacteriofago pode ser especifica ou estender-se para outras
bactérias filogeneticamente relacionadas, como por exemplo, fagos isolaxdgslide
fastidiosa mostraram-se eficientemente capazes de infé@athomonaspp (Ahern,
et al. 2014). Enquanto que os fagos Cpl e Cp2 sdo tdo especificos que sdo utilizados
para distincdo de isolados Banthomonas axonopodiw citri de diferentes regides do
Japdo, onde os isolados que sao sucestiveis ao fago (Cpls), ndo séo sensiveis ao fago
(Cp2) e vice-versa (Ahmaet al. 2014a). O bacteri6fago PBSPCAL, capaz de infectar
bactérias da espédrseudomonas cannabipa. alisalensistambém é especifico e tem
sido utilizado como ferramenta para a identificacdo de diferentes patovares de
Pseudomonade dificil distingdo. O PBSPCA1 mostrou infectar todos os isoladBs de
cannabinapv. alisalensisoriginados de varias localizacbes geogréficas e de diversas
cruciferas sintomaticas, e nédo foi capaz de infectasyfngae pv. maculicola um

patovar muito similar (Schofielet al.2012).

1.3. Uso de bacteriéfagos para controle biolégico de doencgas em plantas

Alguns bacteri6éfagos, que infectam bactérias patogénicas, causam alteracdes
fisiologicas em seus hospedeiros que culminam com uma reducdo da viruléncia e
consequentemente afetam o estabelecimento da doenca. Considerando que o uso de
bactericidas € ambientalmente preocupante e que o manejo de algumas fitobactérias

como Xcc, esta restrito a métodos preventivos, como uso de sementes livres do
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patdégeno e eliminagdo total das plantas contaminadas (Silva 2006), esses bacteriéfagos
despertam grande interesse para 0 uso no controle doencas de plantas causadas por
bactériasuma tecnologia conhecida como “fagoterapia” (Ahern,et al. 2014, Balogtet

al. 2010).

O termo fagoterapia foi inserido desde 1990 e varios estudos de aplicagdo foram
realizados. Muitos bacteriéfagos ja demonstraram potencial para o controle de diversas
fitobactérias economicamente importantes, incluindmthomonaspp.,Pseudomonas
spp., Erwinia spp., Ralstoniaspp. eStreptomycespp., (Balogh, Jones, Iriarte and
Momol 2010).

Chaeet al. (2014), isolaram 34 bacteriéfagos a partir de campos de arroz de
varios pontos da Coréia infectand@nthomonas oryzaev. oryzae (Xo0), agente
causal da mancha foliar bacteriana. Em teste de patogenicidade, foi observado que a
incidéncia da mancha foliar bacteriana em plantas de arroz, sofreu redugcdo com a
aplicacdo de uma mistura de bacteriéfagos com leite desnatado, sugerindo a utilizacéo
desta como um método de controle alternativo para aumentar a eficacia de controle da
doenca e reduzir o uso de agroquimicos no meio ambiente.

Framptonet al. (2014), isolou um elevado nimero de bacteriéfagos a partir de
pomares de kiwi em varios locais da Nova Zelandia, infect®sdadomonas syringae
pv. actinidiae uma bactéria reemergente causadora do cancro bacteriano do kiwi. Do
total de 275 bacteri6fagos isolados, 258 mostraram-se ativos desgralomonas
syringae pv. actinidiag e os testes de adequabilidade para o biocontrole avaliando
especificidade, estabilidade, auséncia de lisogenia e transducao, sugerem que os fagos
representam caracteristicas adequadas para a formulacdo de agentes de biocontrole

contra o cancro bacteriano do Kkiwi.



O primeiro bacteriéfago disponivel para comercializagdo foi registrado na
Agénda de Protegdo Ambiental dos EUA em 2005, e foi designado para o tratamento
da mancha bacteriana do tomateiro e da pinta bacteriana da pimenta causadas por
Xanthomonas campestripv. vesicatoria e Pseudomonas syringag@v. tomato
respectivamente (Baloght al. 2010).

Foi demostrado que a viabilidade dos bacteriéfagos no meio ambiente, pode ser
ampliada com o uso de substancias protetoras para o virus, como a sacarose, leite
desnatado e formulacdo a base de farinha de milho, visto que, o ambiente externo é
desafiador para a manutencédo dos bacteriéfagos em funcéo das inconstantes condi¢des
ambientais, como temperatura, umidade, pH, incidéncia de Iluz ultravioleta e
componentes quimicos liberados pelas plantas (&ré2012).

A eficiéncia da utilizacdo de bacteriéfagos no controle do hospedeiro pode ser
maximizada com o0 uso integrado de ativadores de plantas (que induzem sistemas de
defesa da planta), ou com agentes antagonistas, como antibiéticos (Baklgh010)

Borah et al. (2000), eliminou a populacdo deXanthomonas axonopodipv.
vignaeradiatag(Xav), das sementes do feijao munyagpa radiatacv. Pusa Baisakhi
, aplicando o bacteriofago litico XMP-1 em combinacdo com estrept@micin

demostrando o sucesso desse sinergismo.

1.4. Xantomonas campestris pv. campestris (Xcc)

Xanthomonas campestis. campestrisé uma bactéria Gram-negativa, agente
causadora da podriddo negra em brassicas (Sattas 2008). Destaca-se pela
producdo em larga escala de um exopolissacarideo denominado goma xantana, que €

essencial para a viruléncia e patogenicidade, e que também tem aplicacdes na industria



alimenticia, cosmética e agricola como agente emulsificante, espessante, estabilizante
de suspensao (Hunet al.2002).

A podriddo negra das brassicas é uma doenca com distribuicdo em nivel
mundial, e é caracterizada pela presenc&des amarclas em forma de “V”, com o
vértice voltado para o centro, que progridem para a nervura principal, tornando-se
necrosadas (Santa, al. 2008).

A manutencdo da Xcc no campo ocorre a partir de agua de irrigacdo, aguas das
chuvas, utilizacdo de ferramentas e maquinario contaminados, plantas remanescentes
infectadas, brassicas silvestres infectadas e insetos. Normalmente o controle, inicia-se
com a prevengao, a partir de sementes tratadas, eliminacdo de restos de cultura,
desinfeccao de ferramentas e maquinarias, tratamento da 4gua de irrigacéo e rotacdo de
cultura (Silva 2006). Assim, medidas alternativas e eficazes de controle sdo necessarias.

Neste contexto, a caracterizacdo de bacteriéfagos, capazes de infectar bactérias
fitopatogénicas é relevante devido o potencial que os bacteriéfagos tém demostrado no
controle bioldgico, representando uma alternativa ambientalmente segura, em relacdo

aos agentes quimicos convencionalmente adotados.
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INTRODUCAO

Bacteriofagos (fagos) sdo descritos como virus que infectam bactérias.
Constituidos essencialmente pelo acido nucleico (DNA/RNA) e pelo capsideo, sao
entidades extremamente pequenas, visiveis apenas em microscépio eletrénico.

Os bacteriéfagos foram oficialmente descrigms 1915 infectando a bactéria
Micrococcus (Duckworth 1976),e desde sua descoberta trabalhos tem descrito sua
importancia em diversas areas do conhecimento, e ultimamente tem havido crescente
interesse na aplicacdo dos bacteri6fagos como uma alternativa ambientalmente
aceitavel, no controle de doencas bacterianas de plantas @lar2014).

Atualmente, sao descritos pelo menos 6300 espécies de bacteriéfagos, isolados a
partir de procariotos bacterianos (6196) e arqueanos (88). Aproximadamente 96%
dessas espécies, sdo classificadas na oftmilovirales que abrange trés familias
morfologicamente e filogeneticamente distintadlyoviridag Siphoviridae e
Podoviridae(Ackermann and Prangishvili 2012).

Os bacteri6fagos propagam-se no interior de uma bactéria hospedeira suscetivel.
Bacteridfagos virulentos (liticos) promovem a lise (morte) do hospedeiro no final da
multiplicacdo. Devida este mecanismo, os fagos liticos despertaram interesse para
uso na fagoterapia de bactérias patogénicas de alimentos, plantas e animais (Andrade
2010, Balogret al.2010, Hacet al.2012).

Os fagos temperados seguem o ciclo lisogénico, com a formag#iofdgoe a
divisdo bacteriana ndo é alterada A lisogenia tem importancia para a variabilidade
genética tanto do hospedeiro quanto do bacteridfago, e apesar de néo levar a lise celular,
também desperta interesse para fagoterapia, devido a modulacdo da fisiologia que pode

resultar na reducdo da viruléncia bacteriana (Abedon 2006). (Alematl 2014a)
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(2014b), observaram alteracées na patogenicidad®athomonas axonopodisv.

citri, infectada lisogenicamente com o fago filamento XacF1, que resultou em baixos
niveis na producdo de polissacarideo extracelular, reducdo da taxa de crescimento,
diminuicdo da motilidade pulsante, drastica reducdo da viruléncia e desenvolvimento
das lesdes em folhas de citrus.

Vérios bacteriéfagos com potencial para uso na fagoterapia foram descritos a
partir de fitobactérias. Dentre eles destacam-se os fagos (phi)Mad#homonas
campestris(Lin et al., 1999), os fagos (phi)RSL, (phi)RSA, (phi)RSM e (phi)RSS de
Ralstonia solanacearum(Yamadaet al. 2007), os fagos Sano, Salvo, Prado e Paz
Xillella fastidiosae Xanthomonas(Ahern, 2014), fagos Cpl e Cp2 danthomonas
axonopodispv. citri  (Ahmad et al. 2014b, Ahmadet al. 2014a), o fago XacF1l de
Xanthomonas axonopodiw. citri (Ahmad,et al.2014b, Ahmadet al.2014a)

Esta alternativa de controle permite o0 uso de um agente antagonista
ambientalmente seguro devido sua especificidade ao hospedeiro e a capacidade de co-
evolucdo com células resistentes (Hwetgal. 2002, Linet al. 1999, Schofieldet al.

2012, Suet al.1999).

Bactérias fitopatogénicas sdo agentes responsaveis por grandes perdas em
diversos tipos de culturas em todo o mundanthomonas campestrs/. campestris
(Xcc), € uma bactéria Gram negativa, agente causador da podriddo negra das brassicas.
E um organismo agricolamente e industrialmente importante, que produz um
exopolissacarideo (EPS) denominado goma xantana, que € essencial para o
estabelecimento da doenca (Huegal. 2002, Santost al.2008). A podridao negra das
brassicas é caractetia pela presenca de lesdes amarelas em forma de “V”, com o
vértice voltado para o centro, que progridem para a nervura principal, tornando-se

necrosadas (Santas, al. 2008). Seu controle normalmente esta relacionado aos habitos
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de prevencdo, como, desinfeccdo de ferramentas e maquinario, rodizio de cultura,
eliminacdo de plantas remanescentes e tratamento da agua de irrigagao.

Neste trabalho, um bacteriéfago litico capaz de infectar isolados de Xcc, foi
isolado a partir de folhas de couve-fl[@rassica oleraceaar. botrytis) com sintomas
da podriddo negra. De acordo com as caracteristicas morfolégicas e genotipicas, este
bacteriéfago foi classificado na famiFadoviridae(ordemCaudovirale3. Analises de
especificidade de hospedeiro mostraram que o bacteri6fago isolado infecta
eficientemente diferentes isolados de Xcc, mas, ndo é capaz de infectar isolados de
géneros filogeneticamente relacionados. Estudos gendmicos estdo em andamento, e as
informacBes obtidas a partir das analises das sequencia serdo importantes para
confirmar o posicionamento taxonémico, além de fornecer informac¢fesopasa

como agente de biocontrole.
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MATERIAL E METODOS

Isolados de bactérias e condi¢ges de cultivo
Os isolados dXanthomonas campestiy. campestrisitilizados neste trabalho

(Tabela 02) foram obtidos a partir das seguintes cole¢cbes: Cole¢édo de Culturas de
Micro-organismos do Laboratério de Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (CCMLF/UFRPE), gentilmente cedidos pela Dr2. Rosa de Lima Ramos
Mariano (UFRPE)(Albuquerqueet al.2014), e da Colecao de Culturas do Laboratorio
de Bacteriologia da Universidade Federal de Vigosa (CCLB/UFV), gentilmente cedidos
pelo professor Dr. José Rogério de Oliveira (UFV). Os isolados de bactérias nao
relacionados com Xcc foram obtidos a partir das duas cole¢cbes citadas acima e da
Colecdo de Culturas de Micro-organismos do Laboratério de Patologia Florestal da
Universidade Federal de Vicosa (CCMLPF/UFV), gentilmente cedidos pelo professor
Dr. Acelino Couto Alfenas (UFV). O isolado XccDMBO0O1 foi obtido e caracterizado
neste trabalho. Os isolados foram cultivados em meio 523 (Kado and Heskett 1970),
contendo sacarose (10g).. triptona (8g.[%), extrato de levedura (4gY), fosfato de
potassio dibasico (2g7), sulfato de magnésio héptahidratado (0,3p4 agar (15g.L

1) & 28 °C sob agitac&o (200-300 fpm

Isolamento deXanthomonas campestris pv. campestris
Para o isolamento da Xcc.DMBO0O01, quatro discos da transicdo da doenca no
limbo foliar, foram desinfestados previamente de acordo com (Paz 2009) e macerados
em agua destilada esterilizada, e a suspenséao resultante foi utilizada para reddizacao
técnica de esgotamento por estria composta em meio 523 (Madiglar010). Analise
macroscopica da col6nia foi realizada e as colonias isotamasaspectos tipicos de

Xcc foram crescidas em meio liquido para a extracdo de DNA utilizando-se & Wizar
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Genomic DNA Purification Kit (invitrogen), de acordo com recomendac¢fes do
fabricante. O DNA extraido foi utilizado para a amplificacdo por PCR utilizando
enzima GoTaq DNA polimerase (Promegas oligonucleotideos especificos para Xcc
descritos por (Parkt al.2004). Para confirmar a patogenicidade do isolado, plantas de
couve manteigaBrassica oleraceaar. acephald foram inoculadas como descrito por
(Moers et al. 2012) utilizando a Xcv e agua destilada esterilizada como controles
negativos, e os sintomas foram observados oito e 15 dias apds a inoculagdo. Antes da
inoculacdo as plantas foram cobertas com um saco plastico durante 12 horas a fim de
facilitar a infeccdo por aberturas naturais da folha (estbmatos e hidatddios). Apos
inoculacdo as plantas foram incubadas em uma camara de crescimento a 28°C com

fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, durante trés semanas.

Deteccédo de bacteriéfagos

As amostras de solo, folha de brécoBsassica oleraceaar. italica), couve-
flor (Brassica oleraceavar. botrytis e repolho Brassica oleraceavar. @pitata L), e
flor de couve-flor, foram coletad&n campo de cultivo de brassicas em Coimbra-MG,
totalizando nove amostras. As amostras foram coletadas em areas com incidéncia de
podriddo negra, especificamente em solo rizosférico de plantas sintométicas e
assintomaticas. Para detectar a presenca de bacteri6fagos, aproximadamente um grama
de solo foram ressuspendidos em 8 mL de 4gua destilada esterilizada, e quatro gramas
de folha ou de flor foram maceradas em igual volume. A suspenséo foi centrifugada a
10.000 g por 5 minutos e em seguida filtrada em filtro com membrana PVDF de 0,22
um (Millex-GV Syringe Filter, Merck Millipore) e armazenadas a 4 °C. Aliquotas de
100 pL do filtrado de cada amostra, foram utilizadas para o ensaio de deteccdo de

placas de lise em sobrecamada com meio 523 semi-solido 0,7%, utilizando o isolado
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XccDMBO001 deXanthomonas campestiw. campestriscomo hospedeiro isca para a

propagacao.

Purificacdo e caracterizacéo de particulas virais

O bacteriéfago foi purificado por quatro ciclos de propagacao a partir de uma
Unica placa de lise (2 mm), através elsaiode formacéo de placas de lise, com a
técnica desobrecamadale agar (Adams, 1959), utilizado como hospedeiro para
propagacao o isolado XccDMBO0O01, cultivado em meio 523 durante 12 horas a 28 °C
sob agitacdo (200-300 rpmg). Apés 12 horas, a cultura bacteriana foi diluida 100 vezes
em meio 523 fresco, em erlenmeyers de 500 mL. Quando essas culturas atingiram a
densidade 6tica (Dggy) de 0,2 U, 100 pl da suspenséao purificada do bacteriéfago foi
adicionada. ApGs 48 horas de crescimento adicional as células foram removidas por
centrifugagdo a 8.000 g durante 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi filtrado
utilizando filtro de membrana PVDF de 0,22 um (Millex-GV Syringe Filter, Merck
Millipore). Em seguida as particulas virais foram precipitadas na presenca de 0,5 M
NaCl e 5% de polietileno glicol 6000 (p/v) e centrifugadas a 15.000 g durante 30
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em
Tampao SM (50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 100 mM NaCl, 10 mM MgSO4 e 0,01% de
gelatina) a 4°C. As particulas virais purificadas foram visualizadas em microscopio
eletrénico de transmissao (MET) (Zeiss Libra 109), mediante contrastacao negativa com

acetato de uranila 0,5%.
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Titulacdo de bacteriéfagos
Foram realizadas diluicbes seriadas da suspencdo de bacteriofago em tampao
SM, obtendo diluicdes no maximo def0As aliquotas foram plaqueadas em meio 523
através da técnica debrecamadale agar, (descrito anteriormente) e apds solidificacédo
as placas foram incubadas a 28 °C por 24 horas. Apds este periodo foi observada a
formacdo de placas de lise. Para a obtencdo do titulo viral, foram consideradas as
diluicdes com o numero de placas de lise entre 30 a 300 e o titulo viral foi expresso em

unidades formadoras de placas/mL (UFPAnhor meio da férmula abaixo.

numero de placas de lise x fator de diluicio

UFP/mL =
/m Volume da diluicdo (mL)

Extracdo e caracterizagéo de &cidos nucléicos
O &cido nucléico viral foi isolado a partir de particulas virais purificadas

utilizando-se o0 método de extracdo com fenol-cloroférmio (Sambrook and Russell
2001). Para confirmar a natureza do &cido nucléico extraido, foram realizados
tratamentos do DNA [1upg/ul] com as nucleases RNAse A, DNAse | e S1 nuclease de
acordo com as instru¢cdes do fabricante. O tamanho e o numero de componentes
gendmicos foi determinado por Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE). As amostras
foram carregadas em gel de agarose 1% em TBE 0,5X (45 mM Tris, 45 mM acido
bérico, 1 mM EDTA, pH 8,3), executado a 6 V/cm em temperatura constante de 14°C,
com um intervalo switch de 1s{ia) a 15s (Tna) entre dois campos elétricos cuja

orientacao diferiu em um angulo de 120°C, durante 16 horas.
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Suscetibilidade de isolados d¥. campestris pv. campestris ao bacteriofago

O espectro de acéo do bacteriofago foi avaliado contra diversos isolados de Xcc,
utilizando o método de sobrecamada com meio 523 semi-sélido (0,7%). O titulo viral da
suspensdo usada para infectar os isolados foi He¥EPmL. A ocorréncia de placas
de lise na sobrecamada de meio 523 semi-solido apos incubacdo a 28°C durante 24
horas, foi interpretada como suscetibilidade e a auséncia como resisténcia. O diametro

das placas de lise foi medido com o auxilio de uma régua milimétrica.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento deXanthomonas campestris pv. campestris

Um isolado deXanthomonas campestrss. campestrisfoi obtido a partir de
folha de brocolis Brassica oleraceavar. italica) com sintomas de podriddo negra das
brassicas (Figura 1A). A partir de folhas sintomaticas maceradas foram obtidas colonias
com caracteristicas tipicas Banthomonas campestfis. campestrisde cor amarela e
formato mucéide (figura 1B). Colonias isoladas foram cultivadas em meio liquido e as
culturas foram utilizadas para extracdo de DNA total. Quando foi utilizado DNA total
do isolado obtido, bem como do isolado Xcc.BRA1.2, da colegdo CCMLF/UFRPE, foi
observada a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 500 pb correspondente
a uma regiao do gergpF, especifico dXanthomonas campestiis. campestrisNao
foi observado a amplificagdo de DNA quando foram utilizados DNA extraidos do
isolado deXanthomonas campestrjgv. viticola da colecdo CCMLF/UFRPE, ou do
isolado deXxanthomonas vesicatori@onfirmando que a bactéria obtida é um isolado de

Xcc (Figura 1C), o qual foi denominado Xcc.DMBOOL1.

Para confirmar a patogenicidade do isolado Xcc.DMBO0O01, foi realizado um teste de
patogenicidade. Foram observados os sintomas tipicos da infec¢ao por Xcc nos isolados
XccBRAL.2 e Xcc.DMBO0O1, caracterizado pela presenca de lesdes amarelas em forma
de “V”, com o vértice voltado para o centro, que progridem para a nervura principal,
tornando-se necrosadas (Figura 1D e E). Nao foram observados sintomas nas plantas
inoculadas com Xcv e na planta ndo inoculada, utilizadas como controle negativo. A
partir das plantas infectadas foi feito um novo isolamento, onde foi possivel obter

colbnias tipicas de Xcc, e a identidade foi novamente confirmada por PCR, (Figura 1F).
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Deteccéo e isolamento de bacteriéfagos

O isolamento de bacteriéfagos foi realizado a partir de nove amostras (Tabela
01) coletadas em dois pontos com distancia de 200 metros na mesma propriedade,
sendo que apenas nas amostras de couve-flor doente (ponto 1), e solo de brocolis doente
(ponto 2), foi possivel observar a formacéo de placas de lise utilizando-se o isolado
Xcc.DMB0O0O1 como isca. A auséncia de placas de lise em sete das nove amostras
analisadas pode ser justificada pela utilizacdo de um unico isolado como hospedeiro
isca, para a proliferacdo dos bacteriéfagos, visto que, mecanismos relacionados com a
suscetibilidade da bactéria, podem ter impedido o sucesso da infecdo (Romero-Suarez
et al.2012).

A partir da amostra de folha de couve-flor apresentando sintomas da doenca
(amostra 3) foi possivel observar nitidas placas de lise, com tamanho aproximado a
2,5mm de diametro e formato regular (Figura 2A). Também foram observadas placas de
lise de coloragdo opaca a partir da amostra de solo rizosférico de brocolis sintométicos
(amostra 9). Placas de lise isoladas de ambas amostras foram utilizadas para a
propagacédo, sendo que somente bacteriéfagos isolados a partir da amostra de couve-flor
doente (amostra 3) se mantiveram persistentes durante o ciclo de quatro propagacoes.

A morfologia das placas de lise pressupbe algumas propriedades dos
bacteriéfagos, sendo que o pequeno tamanho das mesmas € indicativo para membros da
familia Podoviridage enquanto grandes placas de lise séo tipicas de virus da familia
Siphoviridae,que usualmente est4 associado com a rapidez nos niveis de adsorcéo e
curtos periodos de laténcia (Abedon 1989). E possivel que a perda da capacidade em
gerar placas de lise durante a propagacéo observada na amostra de solo rizosférico de
brécolis (amostra 09), pode ser resultado da integracdo do genoma do bacteriéfago no

hospedeiro, tornando-o resistente no ciclo de infecdo seguinte (Galkt2011)
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MutacBes em genes relacionados com os receptores do bacteriéfago ou do hospedeiro
também resultam nesse tipo de evento (Romero-Swaralz2012). Placas de lise com
centro claro e limitacdo nitida sdo tipicas de fagos virulentos, como resultado da
eficiente infecgéo e lise bacteriana, iniciando em um ponto central da camada de células
hospedeiras e migrando para todas as diregcdes (Abedon and Yin 2009,eGallet,

2011, Liew and Alvarez 1981) .

Caracterizacao do bacteriéfago isolado

Apoés quatro passageds propagacdo o bacteridfago isolado se mostrou estavel,
como pode ser observado pela formacdo de nitidas placas de lise (Figura 3A). A
estabilidade litica do bacteri6fago € uma caracteristica importante para a sua utilizacao
como ferramenta biotecnologica para o controle de doencas, considerando que a
capacidade dos bacteriéfagos persstirna filosfera por periodos prolongados é
limitada por muitos fatores, incluindo a irradiacdo solar (especialmente na zona da luz
UV), temperatura, dessecagdo, e exposicdo a componentes quimicos dlriaite
2007). Assim, essa caracteristica de se manter estavel, na forma litica pelo menos em
condi¢cdes de cultivin vitro € considerada importante para uso como ferramenta no
controle biolégico. Neste contexto, estudosivo de estabilidade litica ainda devem ser
realizados. Algumas estratégias tém sido recomendadas para auxiliar a persisténcia do
bacteriéfago no ambiente, como o uso de bactérias atenuadas e aplicacdo de misturas
estabilizantes (Iriartet al.2012).

O titulo da suspensdo de bacteriéfago foi determinado através da diluicao
seriada eensaiode formacéo de placas de lise, com a técnicbeecamadale agar.
A amostra foi serialmente diluida 16 vezes em tampdo SM. Apés o periodo de
incubacao, as diluicdes 1010° e 10°, com o nimero de placas de lise dentro do limite

padrédo de contagem foram analisas (30-300 UFBYn titulo viral foi determinado a
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partir da contagem do nimero de placas de lise da diluic&p elGesultou em
6,1x16/mL™.

Para analisar a morfologia da particula viral, apés quatro passagens de
propagacdo seguida de purificacdo, as particulas virais foram visualizadas em
microscépio eletronico de transmissdo. O bacteriéfago isolado possui cabeca
icosaédrica de aproximadamente 30 + 5 nm de didmetro e uma cauda curta,
provavelmente ndo contratil com cerca de 6 + 2 nm de comprimento x 7 £ 2 nm largura
e aparente auséncia de fibras (Figura 3B). A partir da mesma purificagao utilizada para
andlise da morfologia, foram extraidos &cidos nucléicos totais e a natureza do acido
nucléico viral foi analisada. O 4cido nucleico viral foi tratado com as nucleases Dnase |,
Rnase A e S1 nuclease. Nas aliquotas tratadas com Rnase A e S1 nuclease
permaneceram integras. Na aliquota tratada com Dnase | foi observada a degradacéo do
acido nucleico viral, mostrando que o genoma viral é constituido por uma molécula de
dsDNA linear (Figura 3C). A analise de PFGE mostrou que o genoma do bacteri6fago
isolado possui uma Unica molécula de DNA com tamanho estimado em 65 kpb (Figura
3D).

Com base nas caracteristicas morfolégicas e o tipo de &cido nucléico, o
bacteridfago isolado foi classificado como um virus da farfitidoviridade(Ordem
Caudovirale3 que inclui os fagos com genoma de dsDNA, cabeca icosaédrica e cauda
curta (Ackermann and Prangishvili 2012), e foi denominadeXiecpl. A ordem
Caudoviralesrepresenta cerca de 96% dos virus procaridticos, um grupo caracterizado
pela presenca de cauda, e que inclui trés famiNggviridade Siphoviridae e
Podoviridade assim classificados de acordo com as diferencas morfolégicas, quimica e
bioquimica da cauda (Ackermann and Prangishvili 2012). Membros da familia

Podoviridag tem cauda nédo contrétil, com cerca de 20 x 8 nm e durante a replicacao
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observa a montagem da cabeca inicialmente seguido do agregamento. Esta familia foi
recentemente revisada e agrupa duas subfamilias e seis géneros com bases nos dados de
protedmica disponiveis, propriedades biolégicas que incluem organizacdo morfologia,
genoma, mecanismos de organizacdo de dsDNA e a presenca de genes no genoma que
codificam para a DNA-polimerase (subfamilRicovirinag ou RNA-polimerase
(subfamiliaAutographivirinag (King et al. 2012). Essas caracteristicas em conjunto,
sugerem a classificacdo do fagXacpl na familiaPodoviridag no entanto, o
posicionamento taxonémico correto deve ser definido com base no sequenciamento
gendmico.

O fago ¢Xacpl apresentou semelhancas morfoldgicas com alguns fagos
descritos emXanthomonascampestris no entanto, curiosamente, ndo se observa
similaridade nos padrées de medidas das particulas correlacionadas. Como no caso dos
fagos descritos por (Romero-Suaretz al. 2012), que apresentam diametro da cabeca
entre 71,4 +1 nme 42,8 +1 nm e comprimento da cauda entre 38,6 +3 nm e 7,5+1 nm,
superior as medidas observadas no fagacpl. O mesmo € observado para os fagos
descritos por (Ahernet al. 2014), com diametro da cabeca entre 68 (x1.1) nm e 69
(x1,4) nm (ndo avaliou o cumprimento da cauda) e tamanho do genoma variando entre

43,9 a 43,8 Kpb.

SuscetibilidadeSusceptibilidade de isolados d& campestris pv. campestris a
infeccdo pelo bacteriofago

Para determinar a especificidade do fagtacpl isolados d&anthomonas
campestrispv campestrise isolados bacterianos néo relacionados filogeneticamente
com Xcc, foram utilizados para o teste de suscetibilidadesusceptibilidade (Tabela 02). O

padrdo de especificidade do bacteriéfago frente aos isolados testados foi relativamente
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alto, havendo infecdo em apenas quatro dos 10 isolados de Xcc e nenhuma nos isolados
nao relacionados. O padrao de suscetibilidadesusceptibilidade dos isolados bacterianos
foi classificado de acordo com o numero de ufp/ml, sendo que isolados muito
suscetiveis foram aqueles em que o numero de ufp/ml variou entre 80-150, isolados
moderadamente suscetivel, de 20 a 80 uf@npouco suscetivel, ufp/mi20; e
resistentes (auséncia de placas de lise). O isolado Xcc-MG (Sudeste) foi muito
suscetivel ao fagpXacpl, e interessantemente apresentou maior nimero de ufp/ml do
que o isolado Xcc.DMBO0OL1 utilizado na purificagéo e propagacao dopfégepl. Os
isolados X03 (Sul) e  Xcc.AL (Sudeste) apresentaram  moderada
suscetibilidadesusceptibilidade e o isolado Xcc.BRA.1.2 (Nordeste) foi pouco
susceptivel. Observa-se uma relacdo entre regido de origem dos isolados e os niveis de
suscetibilidadesusceptibilidade ao fog&acpl, pois a suscetibilidadesusceptibilidade

foi maior nos isolados pertencentes a mesma regido do isolado Xcc.DMBO0OO1 ou em
regides vizinhas (Tabela 2).

O alto grau de especificidade exibido pelo bacteriéfago € comum, visto que o
fago utiliza receptores especificos na célula hospedeira para realizar a adsorcdo. Em
bactérias Gram negativas como a Xcc, 0s receptores comumente utilizados pelos
bacteriéfagos, sdo os componentes expostos na superficie da membrana externa (Heller
1992). Tem sido demonstrado que @ois principais componentes da membrana
externa que atuam como receptores sdo os LESpmteinas. Segundo (Hunet, al.

2002), isolados de Xcc, mutantes para o gemed, requerido para a sinteses de
xantana e lipopolissacarideo, resulta em drastica reducdo na eficiéncia de adsorcédo do
bacteriéfago philL7.

Os receptores especificos do bacteriofago também sédo responsaveis ha

determinacao da especificidade do fago. De acordo com (TEdeamlg1990), o fago
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filamentoso phiLf que infecta especificamente Xcc, possui um gene (glll) que codifica
uma proteina essencial na adsor¢cdo do bacteri6fago. O local exato de inicio da
transcricdo para esse gene e a sequéncia N-terminal da proteina resultante, foi revisada e
determinada por (Liret al. 1999).

Um das caracteristicas mais relevantes para a aplicacdo dos bacteriéfagos no
controle de bactérias fitopatogénicas esté relacionado com o nivel de especificidade que
o fago exerce em relacdo ao hospedeiro, visto que este parametro reduz os riscos de
alteracdo nédo desejada no patossistema em tratamento (Balogh, Jones, Iriarte and
Momol 2010). Assim, a nédo suscetibilidadesusceptibilidade dos isolados n&o
relacionados filogeneticamente com Xcc, é um fator positivo para possivel aplicagdo do
bacteri6fagapXacpl no controle da podriddo negra das brassicas, visto que este possui
a capacidade de infectar apenas os isolados de interesse, ndo alterando os micro-
organismos presente no patossistema onde ocorre a podriddo negra das brassicas
(Balogh et al., 2010).

Com relacdo a morfologia das placas de lise formadas por isolados de Xcc no
teste de suscetibilidade ao bacteriéfago (Figura 03), observou-se que estas apresentaram
um padrao de tamanho e forma similar as observadas no isolado Xcc.DMBO0O1. Existem
varios fatores relacionados ao bacteriofago e a bactéria hospedeira que podem
influenciar na morfologia, tamanho e coloracdo das placas de lise, como a taxa de
difusdo do fago, nivel de adsorcao, isolado bacteriano, lisogenia e adicdo de antibi6ticos
no meio de cultura (Abedon and Yin 2009, Gakgtal. 2011, Santogt al. 2009). No
entanto, apesar dos isolados de Xcc pertencerem a diferentes regides, 0os aspectos
morfolégicos das placas de lise nos diferentes isolados de Xcc, mantiveram-se padréo

com relacdo a coloragao, tamanho e forma.
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TABELAS

Tabela 1.Amostras coletadas no campo com culturas de bras8icass{caceagcom
e sem sintomas de podridao bacteriana, na cidade de CoimbraB¥&Gil.

N°  Amostra Sintomas Presenca de
bacteriéfago
1 Folha de brécolis (ponto 1*) Presente Ausente
2 Folha de repolho (ponto 1) Presente Ausente
3 Folha de couve-flor (ponto 1) Presente Presente
4  Folha de brocolis (ponto 1) Ausente Ausente
5 Folha de couve-flor (ponto 1) Ausente Ausente
6 Flor de couve-flor (ponto 1) Presente Ausente
7  Solo rizosférico de repolho (Ponto 1) Presente Ausente
8 Solo rizosférico de brocolis (ponto 1) Presente Ausente
9 Solo rizosférico de brocolis (ponto 2*) Presente Presente

*Pontol e Ponto2 estdo 200 metros distantes na mesma propriedade.
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Tabela 2. Especificidade do bacteriéfagpoXacpl em diferentes isoladode Xanthomona

campestrigpv campestriee isolados néo relacionados filogeneticamente.

Estado/

Isolado Hospedeiro " Bacteriéfago Fonte
Regido
S R
ISOLADOS DE Xanthomonas campestris pv. campestris
X01 Repolho PR/Sul + CCLB/UFV
X03 Couve SC/sul + CCLB/UFV
UFPR2 Brocolis PR/Sul + CCLB/UFV
UEPR3 Repolho PRSul + CCLB/URV
UFPR4 Repolho PR/Sul + CCLB/UFV
UFPR5 Couve PR/Sul + CCLB/UFV
XCC_AL Brocolis MG/Sudeste + CCLB/URV
XCC_MG Couve-flor MG/Sudeste 4 CCLB/UFV
XCC-BRA_1.2 Couve-flor PE/Nordeste .- CCMLF/UFRPE
XCC_2.4 Couve-flor PE/Nordeste + CCMLF/UFRPE
XCC.DMBOO1 Couve-flor MG/Sudeste + Silva, F. P.
OUTRAS BACTERIAS
Xanthomonas vesicatoria  Tomateiro MG/Sudeste + CCMLF/UFRPE
X_a_mthomonas campestris pv Videira PE/Nordeste + Xavier, A. S.
viticola
Raltonia solanacearum Eucalipto BA/Nordeste + CCLB/UFV
CIawbact_er mlchlganenss Tomateiro MG/Sudeste + CCLB/UFV
subsp. michiganensis
Pseut_jomonas syringae pv. ..o MG/Sudeste + CCLB/UFV
tabaci
Pectobacterium brasilienses Batata MG/Sudeste + CCMLPF/UFV
Erwinia psidi Eucalipto MS/Sul + CCMLPF/UFV
Escherichia coli Stb14 + Invitrogen
eletromax
Escherichia coli DH10B + Invitrogen
Controle com suspenséo de Couve-flor Silva, F. P.
XCC.DMBO001
Controle com suspenséo do Silva, F. P.

bacteri6fago

S Suscetibilidade: (++) Muito suscetivel, (+) Moderadamente suscetivel P¢tgo susceptivel; R+)

Resisténcia;
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Isolamento d&Xanthomonas campestqis. campestrigA) Folhas de brécolis

com sintomas tipicos da podriddo negra das brassicas. (B) Caracteristicas
macroscopicas da colénia d€anthomonas campestripv. campestris(C e B
Amplificacdo especifica do gene hrpF (535 kbp) X#nthomonas campestrigv.
campestrisisolado em Coimbra-MG. M: 1Kb DNA ladder; Xcwanthomonas
campestrispv. viticola; Xv, Xanthomonas vesicatoriaXccBRA 1.2, Xanthomonas
campestris pv campestris BRA 1.2; Xcc.DMBO001 Xanthomonas campestripv.
campestrisisolado em Coimbra-MG; Xcc.DMB001 a, n&o inoculada no ensaio de
Koch; Xcc.DMBO0O01 d, reisolada apés a inoculacéo. (D e E) Teste de patogenicidade em

couve manteiga com sintomas da podridao negra das brassicas.

Figura 02: Caracteristicas morfolégicas e genotipicas do bacteriéfago isolado em
Xanthomonas campestipsy. campestris (A) Aspecto morfolégico das placas de lise do
bacteriéfago propagado no isolado Xcc.DMBO0O1 (barra corresponde a 5 mm). (B)
Micrografia eletrénica da particula do bacteriéfago, contrastada com acetato de uranila
0,5% (barra corresponde a 200 nm). (C) Digestdo enzimatica do genoma do
bacteri6fago (DNA NT, DNA do fago ndo tratado). (D). PFGE com diferentes
concentracbes do DNA gendmico do bacteriéfago (M, Pulse M&rkdfago (a), [400

ng]; Fago, b [800 ng] ).

Figura 03: Padrdao morfologico da suscetibilidadesusceptibilidade de diferentes
isolados de Xcc na infeccdo do bacteriofago (a) X03 (+); (b) Xcc.DMBOO01 (+); (c)

Xcc_MG (++4); (d) Xcc_AL (+); (e) Xcc_BRAL.2 (+ -) e (f) Xcc_ 2 4&Resistente (+)
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Figura 3
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CONCLUSAO

Neste trabalho foi isolado e caracterizado um novo bacteriofago litico
denominadapXacpl a partir da fitobactéridanthomonas campestrjs/. campestris
com caracteristicas semelhantes aos membros da fRodaviridag apresentando alto
nivel de especificidade e viruléncia em isolados de Xcc oriundas da mesma regides
geograficas ou proximas. Andlise das informacdes do sequenciamento e teste de
patogenicidade podera sugerir o potencial uso do fago Xacpl no biocontrole da

podriddo negra das bréassicas.
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