CARACTERIZAGCAO PROTEICA E ISOENZIMATICA DAS PATOVARES
DE XANTHOMONAS CAMPESTRIS QUE ATACAM A MANDIOCA'

OSAMU KIMURAZ e JOSE CARMINE DIANESE?

RESUMO - Os perfis eletroforéticos de proteina solavel, esterase, fosfatase alcalina ¢ desidrogenase da
glucose-6-fosfato foram determinados para onze isolados de X, campestris pv. manihotis, trés isolados
de X, campestris pv. cassavae ¢ um de X, campestris pv, campestris por eletroforese de disco em gel de
poliacrilamida, Os perfis de esterase ¢ fosfatase dcida foram mais precisos do que os de proteina total,
fosfatase alcalina e desidrogenase da glucose-6-fosfato na caracterizagio das patovares de X. campestris
{Pammel) Dowson isolados da mandioca (Manifot esculenia Crantz). Combase nesses perfis, os isolados
de X, campestris pv, cassavge foram caracterizados segundo suas procedencms ao contrdrio de X.
campestris pv. manihotis, que ndo puderam ser agrupados. A semelhanga entre o dnico isolado sul-ame-
ricano de X, campestris pv. cassavae e alguns isolados de X, campestris pv. manihotis sugere que o pri-
meiro pode ser uma estirpe amarela de X, campestris pv. manihotis. Os perfis de fosfatase dcida dos
isolados de X. campestris pv. manihotis permitiram agrupd-los segundo graus de patogenicidade,

Termos para indexagdo: proteina solivel, esterase, fosfatase deida e alcalina, manihot esculenta.

PROTEIC ISOENZYMIC CHARACTERIZATION OF THE PATHOVARS
OF XANTHOMONAS CAMPESTRIS WHICH ATTACK CASSAVA

ABSTRACT - Eletrophoretic profiles of soluble protein, esterase, acid phosphatase, alkaline
phosphatase, and glucose-8-phophate dehydrogenase were determined for eleven isolates of X, cam-
pestris pv. manihotis, three isolates of X. campestris pv, cassavae, and one isolate of X, campestris pv.
campestris. Esterase and acid phosphatase were more useful in characterizing the patovars of X, cam-
pestris {Pammel} Dowson from cassava (M. esculenta Crantz) than total protein, alkaline phosphatase
or glucose-B-phosphate dehydrogenase. Phylogenic relations were established leading to differentiation
of a South American isolate from two African strains of X. campestris pv, cassavae, The similarity in
isozymic patterns of the South American isclate of X, campestris pv, cassavae and those of some
isolates of X. campestris pv. manihotis suggests that the former could be a yellow strain of X, campes-

tris  pv.

manihotis. The isolates of X. campestris pv. manihotis could be grouped according to

pathogenicity by analysing their profiles of acid phosphatase,
Index terms: soluble protein, esterase, alcaline and acid phosphatase, Manihot esculenta,

INTRODUGAO

"A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é cul-
tivada em extensas dreas tropicais e subtropicais
entre os parelelos 30° de latitude norte e 30° Sul
(Normanha 1976) e consumida in natura ou em
forma de fécula, polvilho, bebidas, e ainda, como
forrageira para a alimentagio animal (Phillips
1974).

Entre os fatores limitantes do rendimento da cul-
tura destacam-se o “‘virus do mosaico africano da
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mandioca™ e duas doengas causadas por X, campes-
tris. A *‘bacteriose da mandioca”, incitada por X.
campestris (Pammel) Dowson pv. manihotis (Ar-
thaud-Berthet & Bondar) Dye,relatada pela primeira
vez no Brasil por Bondar (1912} e, atualmente, en-
contrada em todos os paises onde se cultiva a man-
dioca (Leu & Chen 1972, Williams et al. 1973, Lo-
zano & Sequeira 1973, Maraite & Meyer 1975, Da-
niels etal, 1978 e Tominaga et al. 1978) e a “necrose
bacteriana da mandioca” causada por X, campestris
(Pammel) Dowson pv. cassavae (Wiche &Dowson)
Maraite & Weyns, encontrada no continente africa-
no {Wiehe &Dowson 1953, Maraite & Weyns 1978, ¢
Mostade &Butare 1978} ¢ Colémbia (Centro Intera-
mericano de Agricultura Tropical 1976). Os sinto-
mas de “bacteriose” incluem mancha angular e cres-
tamento foliar, murcha, exsudagio de goma, cancro
na haste jovem e morte descendente com seca de
parte ou de todo o topo da planta (Drummond & Hi-
pélito 1941), enquanto que a “‘necrose’’ resultaape-
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nas manchas angulares nas folhas ¢ caules (Wiehe &
Dowson1953).

A maioria das antigas espécies de Xanthomonas
sio atualmente consideradas patovares de X,
campestris {Dye & Lelliott 1974 & Young et &l
1978), reconhecendo-se apenas cinco espécies den-

" tro do género. Entre as patovares de X, campestris,
figuram X. campestris pv. cassavae e X, campestris
pv. manihotis, ambos patogénicos i mandioca.

Stolp et al, (1965) relataram a dificuldade em
se identificar as patovares de X. campestris com
base no hospedeiro, quando estes ndo possuem
especificidade, Um exemplo é X. campestris pv.
vesicatoria, que ataca o Lycopersicon esculentum
Mill., Capsicum annuum L., Nicandra physaloides
Gaertn,, e S. melongena L. (Kimura et al. 1976),
Por outro lado, a mandioca é uma das poucas
hospedeiras suscetfveis a duas patovares diferentes
de X. campestris. Portanto, necessita-se melhor
caracterizar estes duas patovares (Robbs et al,
1972, Maraite & Weyns 1978 e Centro Interameri-
cano de Agricultura Tropical 1978).

A andlise dos perfis de protefna soliveltotal e de
enzimas pela técnica de eletroforese, contribuiu pa-
ra o entendimento das relagSes entre Pseudomonas,
Xanthomonas, Erwinia, Agrobacterium e Coryne-
bacterium (EF-Sharkawy & Huisingh 1971a) Hoitink
et al. (1968} distinguiram duas espécies de Pseudo-
monas pelo padrio de proteina total. Moustafa &
Whittenbury (1970} determinaram os perfis de
esterase e catalase de um grupo de Pseudomonas

“fluorescentes. As quatro espécies fitopatogénicas
{oxidase-negativas) puderam ser separadas entre si
pelo padrio de esterase. As espécies oxidase-posi-
tivas, compreendendo Pseudomonas marginalis
e espécies sapréfitas do solo, distinguiram-se das
fitopatogénicas com base nos seus perfis de catala-
se, Também, Palmer & Cameron (1971), Cameron
& Palmer (1971) e Baptist et al, (1971) compara-
ram e caracterizaram espécies do género Pseudo-
monas por método semelhante,

Clark {1972) e Huisingh & Durbin (1965, 1967)
caracterizaram espécies de Agrobacterium compa-
rando os perfis de protefna, catalase e esterase;
enquanto que padr3es de fosfatase 4cida, fosfatase
alcalina e catalase, distinguiram estirpes virulentas
das avirulentas de Agrobacterium tumefaciens (Das
et al, 1978). Padr3es eletroforéticos de proteina
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de ribossomos e protefna soliivel foram usados
para separar espécies de Erwinia (Kado et al
1972, Schaad 1974 e Smith & Powell 1968).

Trabalhando com Xanthomonas spp., El
-Sharkawy & Huisingh {1968, 1971b} analisaram
padrdes de proteina solfivel e de sete enzimas.
Gill & Khare (1968) analisaram a proteina solivel
de cinco espécies de Xanthomonas, observando
pouca variagio entre isolados da mesma espécie
¢ diferengas interespecificas marcantes,

A caréncia de dados sobre as duas patovaresde
X. campestris que afetam a mandioca sugere 2
necessidade de uma caracterizagio genético-bio-
quimica dos mesmos. No presente trabalho, pa-
drdes de protefna solivel, esterase, fosfatase icida
¢ alcalina ¢ desidrogenase da glicose-6-fosfato,”
foram usados para esclarecer possiveis vinculagdes
filogénicas entre as duas patovares e entre diferen-
tes isolados de cada uma das patovares.

MATERIAL E METODOS

Origem @ conservagia dos isolados das trés patovaresde X.
campestris.

Parte dos isolados foi cedida por H, Maraite, da Uni
versidade Catdlica de Louvain (Bélgica), J.C. Lozano, do
Centro Internacional de Agricultura Tropical - CIAT
(Coldmbia), NW. Schaad, da Universidade da Georgia
(EUA); as demais cepas 530 originais ¢ foram isoladasem
Brasflia, DF, Brasil, a partit de material doente coletado
na regido. Cada cepa foi semeada em meio sélido, e 2
partir de uma dnica coldnia, provavelmente proveniente
de célula finica, foram repicadas e estocadas pelo método
de Pereira et al, (1970) no Laboratério de Fitopatologia
da Universidade de Brasilia (Tabela 1).

Teste de pategenicidade

Com a finalidade de confirmar e caracterizar a patoge-
nicidade, cada isolado foi inoculado na cultivar de man-
dioca “Aipim Bravo Preto™, Cada isolado foi transferido
da suspensdo estoque para tubos de ensaio com 10 mldo
meio 523 liquido (Kado & Heskett 1970), com a seguint¢
constituigio: 10 g de sacarose, 4 g de extrato de levedurs,
8 g de casefna hidrolizada, 0,3 g de MgS0,.TH,Oe 2gde
KH,PO, por litro de dgua destilada, Esses tubos, semes
dos com a bactéria, foram incubados com agitagdp, 4
temperatura de 26 * 2°C por vinte e quatro horas. Pan
averiguar a pureza dos isolades, diluiu-se a suspensio
celular de cada um em dgua destilada e esterilizada, m
proporgio 1:10, e a seguir, foi, 2 mesma, semeada m
superficic do meio 523 sblido em placas-de-petri. 0
inéeculo de cada isolado foi obtido a partir de placa-de-pe-
tri, com pureza confirmada, e dilufdo em dgua esteriliza-
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TABELA 1. Descrigio das patovares de X, campestris usadas em testes de patogenicidade, ¢ caracterizagdo em eletro-

forese de disco em gel de poliacrilamida.

Instituigdo

Procedéncia

Isolado fornecedora do isolado Patovar
PDDCE-8 Univ. Georgia (EUA} EUA X. campestris pv, campestris
ICPB-125 (ENA-300) Univ, Cat. Lovaina (Bélgical Brasil - RJ X. campestris pv, manihotis
NCPPB-1834 (ENA-300) Univ. Cat. Lovaina (Bélgica) Brasit - RJ X. campestris pv. manihotis
CIAT-1193 CIAT ({Coldmbia} Brasil - AM X, campestris pv. manihotis
CIAT-110% CIAT {Coldmbia) Africa X, campestris pv. manihotis
ENA-2646 UFRAJ. {Brasil} Brasil - DF X. campestris pv. manihotis
ENA-2647 UFRRJ, {Brasil} Brasil - DF X. campestris pv. manihotis
ENA-2648 UFRRJ. {Brasil} Brasil - DF X. campestris pv. manihotis
ENA-2649 UFRRJ. (Brasil) Brasit - DF X. campestris pv. manihotis
EMNA-2650 UFRRJ. {Brasil) Brasil - DF X, campestris pv, manihatis
ENA-2651 UFRRLJ. {Brasil} Brasil - DF X. campestris pv. manihotis
ENA-2652 UFRRJ. {Brasil} Brasil - DF X. campestris pv, manihotis
CIAT-1195 (662a} CIAT (Coldmbia) Rwanda X. campestris pv. cassavae
NCPPB-101 {CIAT-1148) CIAT {Celdmbia) Malawi X. campestris pv. cassavae
CIAT-1165 CIAT (Colémbia) Colémbia X. campestris pv, cassavag

da, até atingir cerca de 10% células por mililitro. A inocu-
lagdo foi conduzida em casa-de-vegetagio, empregando-se
quatro plantas no ¢stigio de sete folhas para a inoculagéo
de cada isolado, Das quatro, trés foram inoculadas na has-
te e, a 0ltima, nas cinco folhas mais velhas, Inocularam-se
as folhas pelo método de Robbs et al. {1972), triccionan-
do-as suavemente, com cotonetes embebidos com a sus-
pensdo bacteriana e caborundo (0,1 g/1). A inoculagdo na
haste foi feita inserindo-se a extremidade de palito dentd-
rio esterilizado contendo uma gota de suspensdo bacteria-
na, na altura da quinta folha a partir do dpice (Akiba et al.
1972). Durante o ensaio, as temperaturas médias, diurna
e noturna, foram de 28°C e 209C, respectivamente. A
avaliagdo dos resultados foi feita aos vinte e cinco e trinta
¢ cinco dias apds a inoculagdo nas fothas ¢ hastes, respec-
tivamente, adotando-se o critério de notas, segundo o ti-
po e severidade de sintomas,

Extragdo e preparo da proteina solavel

As culturas puras de cada isolade foram semeadas no
meio 523 sélido, em cingiienta placas-de-petri por isolado
da bactéria e incubadas 4 temperatura de 289C, por um
perfodo de setenta ¢ duas horas. As células obtidas, fo-
ram suspensas em 500 ml do tampéo Tris (tris(thidroxime-
til) aminometana) - HCl 0,05 M, pH 7,8 e lavadas duas
vezes com © mesmo tampdo e, posteriormente, centrifu-
gadas a 12.000 g em rotor Sorvall GSA, durante vinte mi-
nutos, d temperatura de 4°C, O precipitado de células foi
ressuspenso em 5 ml do mesmo tampdo, acrescido de dcido
ascérbico 0,57 mM, hidrocloreto de cistefna 0,64 mM e sa-
carose 0,4 M. As células mantidas refrigeradas em gelo fo-
ram rompidas por sonica¢do (Sonicador “Bronwill”’, modelo
Biosonik II, Bronwill Scientific Co. USA), operando
com poténcia mixima em ciclos de trinta segundos de

sonificac@o e intervalo de um minuto até atingir dez mi-
nutos de operagio, O homogencizado de células, assim
obtido, foi centrifugado a 105.000 g por um perfodo de
uma hora ¢ d temperatura de 2°C (Rotor Tipo 30,
Beckman), O sobrenadante, contendo a proteina solvel,
foi retirado, cuidadosamente, com auxilio de seringa €
estocado em aliquotas de 0,5 mla temperatura de -209C.
A concentragio de proteina foi determinada empregando-
-se o método de Lowry et al, (1951), utilizando-se como
padrdo a albumina de soro bovino,

Eletroforase da protelna sollvel

As amostras foram corridas em eletroforese de disco,
com tubos de 0,5 cm de didmetro interno e com 10 cm
de comprimento, contendo gel de poliacrilamida {5%)
até a altura de 8,5 cm, preparada segundo Davis (1964).
O tubo de eletroforese recebeu 0,1 ml de amostra, corres-
pondende a 150 g de proteina. A corrente foi ajustada
em 1 mA por tubo até a penetragdo da protefna no gel e,
posteriormente, aumentada para 3 mA, permanecendo a
voltagem em torno de 320 volts até o final da corrida,
Azul de bromofenol foi usado para marcar a frente de
cormrida. As bandas de protefnas soliveis foram coradas
com ‘‘Coomassie Brillant Blue™ (Sigma Chem. Co. 5t.
Louis, MO, USA) empregando-se o dcido tricloroacético
como fixador de proteina ¢ descorante do gel, seguindo
a metodologia de Chrambach et al. (1967). Esterase,
fosfatase dcida e alcalina e desidrogenase da glucose-6-fos-
fato foram localizadas pelos métodos de El-Sharkawy &
Huisingh (1971a, 1971b). Os géis, apds a revelagio, fo-
ram estocados em solugdo de etanol a 50% para a desidro-
genase e, no caso dos enzimas hidroliticos e proteina,
em dcido acético 7%, para posterior fotografia e leitura
em densitémetro EC-910 (E-C Appar. Corp. Philadelphia.
Pen. USA).
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RESULTADOS

Patogenicidade dos isolados de X, campestris pv. cassavae
a X, campestris pv, manihotis

Os isolados de X. campestris pv. cassavae e X.
campestris pv. manihotis foram todos patogénicos
& cultivar ““Aipim Bravo Preto” de mandioca (Ta-
bela 2). Os primeiros, representados pelos isolados
CIAT-1195, NCPPB-101 e CIAT-1165, apresenta-
ram patogenicidade uniforme nas inoculagdes

TABELA 2, Patogenicidade dos isolados de X, campestris
pv. manihotis ¢ X, campestris pv. cassavae,
expressa pelo tipo e intensidade de sintomas
apresentados aos vinte e cinco e trinta e cin-
co dias apos a inoculaglo, respectivamente,
em fothas e hastes da cultivar de mandioca
“Aipim Bravo Preto”, em casa de vegetagio.,

Inoculagdo
Isolado
nas folhas® nas halstesb

X. campestris pv. manihotis

ICPB-125 {ENA-300) + -
NCPPB-1834 (ENA-300) + +
CIAT-1193 ++ *+
CIAT-1105 +++ 4+
ENA-2646 44 44
ENA-2647 44 e
ENA-2648 44 e
ENA-2649 44 s
ENA-2650 + +
ENA-2651 +
ENA-2652 * -
X, campestris pv, cassavae :
CIAT-1195 {662a) + -
NCPPB-101 {CIAT-1148) + -
LIAT-1165 + -

a + = mancha angular sem coalescimento das lesGes

++ = mancha angular com o coalescimento das lesdes,

atingindo os tecidos condutores da haste

+++ = mancha angular com o coalescimento das lesdes,
atingindo os tecidos condutares da haste
b - = auséncia de sintomas
+ = invasdo vascular com sintoma de murcha em até
20% das folhas
++ = invasdo vascular com sintoma de rmurcha em 20 a
70% das folhas
+++ = invasdo vascular com sintoma de murcha em mais

de 70% das folhas.
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foliares, e sio incapazes de infectar as hastes da
hospedeira; porém, os isolados pertencentes a X.
campestris pv, manihotis demonstraram variagio
na patogenicidade em dois sistemas de inoculagio
(Tabela 2). '

Caracterizagdo dos isolados de X, campestris pv. campes-
tris, X, campestris pv. cassavae e X, campestris pv. mani-
hotis por eletroforese da disco em gel de poliacrilamida

O ntimerc de bandas da protefna solivel total
de diferentes isolados das trés patovares de X,
campestris variaram de quatorze a vinte, confor-
me consta na Tabela 3, As bandas foram detecta-
das na maioria dos isolados, em toda a extensio
do gel, com excegio dos isolados CIAT-1165,
ENA-2648, ENA-2649 ¢ ENA-2650, que tiveram
a mixima migra¢3o no E- 0,84 (Tabela 3}, Comba-
se na diferenga de mobilidade das bandas, os iso-
lados foram reunidos em nove grupos correspon-
dente aos perfis apresentados: A, B, C, D, E, F,
G, H e I (Fig. 1). Os isolados CIAT-1195, NCPPB-
101 & CIAT-1165 de X. campestris pv. cassavae
apresentaram respectivamente, os padrées B,Ce
D, formando um grupo semelhante, com dez
bandas em comum, sendo sete delas com 2 mesma
mobilidade de bandas apresentadas pelos isclados
de X. campestris pv. manihotis (Tabela 3). A varia-
bilidade entre os isolados de X. campestris pv.
manihotis foi evidenciada pelas diferengas no né-
mero, intensidade e mobilidade das bandas nos
perfis de onze isolados. De acordo com essas
diferengas, os isolados foram reunidos em cinco
grupos: E, F, G, H ¢ I, com base em observagio
direta do gel, cujos eletroforegramas estio na Fig,
3. A variabilidade no padrio eletroforético de este-
rase foi detectada em ambas as patovates de X
campestris. Os perfis de esterase dos isolados apre-
sentaram de seis a dez bandas, as quais variaram
em intensidade e distribui¢io em diversos valores
de Ep De acordo com a variagio nos perfis de es-
-terase, os isolados foram reunidos em seis grupos
diferentes, a saber; A, B, C, D, E e F (Fig. 2).
Os isolados de X. campestris pv. cassavae (CIAT-
1195, NCPPB-101 e CIAT - 1165) apresentaram
‘dois padrdes diferentes, sendo os dois primeiros
isoladosinclufdos no Grupo C ¢ o Gltimo no B, As ce-
pas NCPPB-101 ¢ CIAT-1195, isolados em Malawi
em Rwanda, formaram o grupo C homogéneo,
com seis bandas idénticas, sendo a mais ativa
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{A a ). Perfis densitométricos (A, B,C, D,E, F, G,
H, e I} de protefna soldvel total, de trds patova-
res de X, campestris, segundo os guais os isolados
foram reunidos em: grupo A - X. campestris pv.
campestris (PDDCE - 8); grupo B - X, campestris
pv. cassavae (NCPPB - 101); grupo C - X. cam-
pestris pv. cassavae (CIAT - 1195); grupo D - X,
campestris pv. cassavae [CIAT - 1165); grupo
E - X. campestris pv. manihotis (CIAT - 1105},
ENA - 2646 e ENA - 2647; grupo F - X. cam-
pestris pv. manihotis (ICPB - 125 ¢ NCPPB -
1834); grupo G - X, campestris pv. manihotis
{ENA - 2648, ENA - 2649 e ENA - 2650); grupo
H - X, campestris pv. manihotis (CIAT + 1193} &

grupo | - X, campestris pv. manihotis IENA -
2651 @ ENA - 2652).
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localizada nos valores de E; entre 0.1 ¢ 0.2.0
tdnico isolado da Colémbia, CIAT-1165, apresen-
tou um padrio bastante distinto dos outros dois,
com nove bandas e com o pico méximo na leitura
do densitdmetro em torno de E¢ 0,67 (grupo B).
Observou-se, ainda, que bandas “c”, “d” e “0”,
sio comuns aos trés isolados de X. campestris

{+) {=

FIG. 2 (A a E).Perfis densitométricos (A, B, C, D, E ¢F)
de esterase, de trds patovares de X, campestrls,
segundo os quais os isolados foram reunidos
em: grupo A - X. campestris pv, campesti
(PDDCE - 8); grupo B - X. campestris p,
cassavae {CIAT - 1165); grupo C - X. campes
tris pv. cassavae (NCPPB - 101 e CIAT - 1195);
grupo D - X, campestris pv. manihotis {CIAT-
1193 e ICPB - 125); grupo E - X. campestris pv.
manihotis {ENA - 2646, ENA - 2647, ENA-
2648, ENA - 2649, ENA - 2650, ENA - 26511
NCPPB - 1834} e grupo F - X. campestris pv,
manihotis (CIAT - 1105 8 ENA - 2652},
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pv. cassavae {Tabela 4). A variabilidade no padrio
de esterase foi observada também em X, cam-
pestris, pv. monihotis, que apresentou trés padrdes
distintos, reunidos gtupos: D, E e F.
Os isolados das trés patovares de X. campes-
tris foram reunidos nos grupos A, B, C, D e E
(Fig. 3), de acordo com os respectivos per-
fis de fosfatase icida apresentados. Os isolados de
X. campestris pv, cassavae apresentaram dois pa-
dries de fosfatase dcida, o mesmo ocorrendo com
os onze isolados de X. campestris pv. manihotis
(Tabela 5). Detectou-se fraca atividade de fosfa-
tase alcalina em todas as patovares de X. campes-
tris, com bandas entre E¢ 0,20 e 0,44 (Tabela 6).
Com base na diferenga de mobilidade eletroforé-

nos
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FIG3 (A a E). Perfis densitométricos (A, B, C, D e E)

de fosfatase dcida, de trés patovares de X, cam-

pestris, segundo os quais os isolados foram
reunidos em: grupo A - X. campestris pv. cam-
pestris {PDDCE - 8); grupo B - X. campestris

pv. cassavae (CIAT - 1195 e NCPPB - 101);

grupo C - X, campestris pv. cassavae (CIAT -

1165); grupo D - X, campestris pv, manihotis
{CIAT - 1105, ENA - 2646, ENA - 2648,
ENA - 2649 ¢ ENA - 2651) @ grupo E - X.

campestris pv. manihotis {ICPB - 125, NCPPB -
1834, CIAT - 1193, ENA - 2647, ENA - 2650 e
ENA - 2652).
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tica apresentada, os isclados foram reunides em
grupos A ¢ B, conforme os petfis contidos na Fig,
4 e Tabela 6. Os isolados de X, campestris pv. cas-
savae e X. campestris pv. manihotis apresentaram
um Unico padrio eletroforético com banda *““a”,
constituindo o grupo B. Por outro lado, o isclado
de X, campestris pv. campestris apresentou trés
bandas, “b”, “c” e “d”, compondo o grupo A.
A atividade de desidrogenase da glucose-6-fosfato
foi detectada em todos os isolados, os quais mos-
traram de duas a quatro bandas localizadas entre
os valores de E; 0,3 a 0.7, De acordo com os per-
fis apresentados, os isolados formaram os grupos:
A, B,C,DeE (Fig. 5¢ Tabela 7). O grupo de
semeihanga entre os isolados de trés patovares de
X. campestris constam da Fig. 6, expresso pela
média das percentagens do total de bandas que sio
comuns aos pares de isolados nas perfis de protei.
na solivel, esterase, fosfatase alcalina e desidroge-
nase da glucose-6-fosfato. Os resultados demons-
traram que o isolado PDDCE-8 de X. campestris
pv. campestris é bastante diferente dos isolados de
patovares patogénicas 4 mandioca, com um indice
de similaridade em relagdo a estes, em torno de
30% (23,04 a 37,10%). Ressalte-se que o isolado
CIAT-1165 de X. campestris pv. cassavae apre-
sentou semelhanga acentuada com os isolados
CIAT-1105, ENA-2646, ENA-2648, ENA-2649,
ENA-2630 e ENA-2651 de X..campestris pv.
manihotis, atingindo graus de similaridade equi-
valentes dqueles observados entre pares de isolados
de X. campestris pv. manihotis.

DISCUSSAQ

A varia¢do no nimero de bandas nos perfis de
proteina solivel total detectada nas patovares de
X. campestris da mandioca estd de acordo com o
que foi verificado por El-Sharkawy & Huisingh
{(1971b) em outras espécies e patovares de
Xanthomonas, encontrando entre vinte ¢ oito a
trinta bandas para os diferentes isolados de X.
campestris pv. vesicatoria e dezessete para X.
campestris pv. malvacearum,

Os isolados de X. campestris pv. cassavae e X,
campestris pv, manihotis diferiram em seus perfis
de proteina total. Esses resultados coincidem com

os de ElSharkawy & Huisingh (1971b), pois, po-
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TABELA §. Distribuicio das bandas de fosfatase acida
pertencentes aos isolados de trés patovares
de X. campestris, por intervalo de 0,04 uni-
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TABELA 6. Distribuicio das bandas de fosfatase alcalina
pertencentes aos isolados de trés patovares
de X. campestris, por intervalo de 0,04 uni-

dades de Ep. dades de E;.
Faixa de E¢ Faixa de E¢

Patovares de a b c d Patovares da a b [ d
X. campestris 0,05 0,25 0,30 0,35 X, campestris 0,20 0,25 0,30 0,40

0,09 0,28 0,34 0,39 0,24 0,29 0,34 0,44
campestris campestris
PDDCE - 8 O O PDDCE - 8 d ] a
cassavag cassavae
CIAT- 1195 O CIAT- 1195 (]
NCPPB - 101 O NCPPB - 101 O]
CIAT - 1165 O CIAT - 1165 D]
manihotis manihotis
ICPB - 125 % A ICPB- 125 [z
NCPPE - 1834 A A NCPPB - 1834 (]
CIAT- 1193 A | CIAT- 1193 [«
CIAT - 1105 O A A CIAT- 1105 [+
ENA - 2646 O A % ENA - 2646 8]
ENA - 2647 | %] ENA - 2647 ]
ENA - 2648 O 7| 7| ENA - 2648 (]
ENA, - 2649 O 2 7| ENA - 2649 ]
ENA - 2650 7| %] ENA - 2650 O]
ENA - 2651 O A A ENA - 2651 0|
ENA - 2652 4| %] ENA - 2652 &

[ = Bandas comuns aos isolados de uma das patovares
de mandioca

rém ndo permitiram uma separagio satisfatéria
das duas patovares. Os eletroforegramas revelam
uma maior proximidade entre os isolados da man-
dioca do que entre estes e X, campestris pv.
campestris, Entretanto, a acentuada semelhanga
no perfil de proteina total dos isolados africanas
de X. campestris pv. cassavae permite distingui-los
do isolado colombiano da mesma patovar. Esse
fato nio coineide com os dados obtidos por
El-Sharkawy & Huisingh (1971b) e Palmer &
Cameron {1971} quando trabalharam com es-
pécies de Xanthomonas e Pseudomonas, respecti-
vamente,

Os resultados mostraram a inexisténcia de pa-
drio Gnico de esterase, tanto em X. campestris
PV. cassavae como em X, campestris pv. manihotis,
El-Sharkawy & Huisingh (1971b} encontraram
padrdes de esterase especificos para a espécie ¢
patovar na maioria dos isolados de Xanthomonas
spp. estudados, com excegio dos grupos de isola-

{:] = Bandas comuns aos isolados de duas das patovares
de mandioca

dos de X. campestris pv. malvacearum, X. campes-
tris pv. vesicatoria e X, albilineans, cada qual com
trés perfis diferentes de isoenzimas. Outros autores
chegaram a resultado idéntico com patovares de
Erwinia carotovora (Shekhawat &  Rudolph
1978), espécies e isolados de Agrobacterium (El-
-Sharkawy & Huisingh 1971a, Clark 1972) e iso-
lados de Pseudomonas cepacia (Baptist et al.
1971).

Os trés isolados de X, campestris pv. cassavae
de patogenicidade idéntica, mostraram correlagdo
entre os perfis de esterase e respectiva distribuigio
geografica, o mesmo nic ocorrendo no caso dos
onze isolados de X. campestris pv. manihotis,

Os padrdes de fosfatase dcida apresentados pe-
los isolados de X. campestris pv. cassavae ¢ X.
campestris pv. manihotis foram constituidos de
bandas de isoenzimas menos ativas do que as
de esterase e desidrogenase da glucose-6-fosfato,
Esses resultados coincidem com os de El-Sharkawy
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{A e B), Perfis densitométricos (A e B} de fosfata-
tase alcalina, de trés patovares de X. campestris,
segundo s quais os isolados foram reunidos em:
A - X. campestris pv. campestris (PDDCE - 8) e
grupo B - X. campestris pv. cassavas (CIAT -
1195, NCPPB - 101 e CIAT - 1165} e X. rampes-
tris pv. manihotis {ICPB - 125, NCPPB - 1834,
CIAT - 1193, CIAT - 1105, ENA - 2646, ENA -
2647, ENA - 2648, ENA - 2649, ENA - 2650,
ENA - 2651 ¢ ENA - 2652},

FIG. 4

& Huisingh (1971b), quando estudaram trés

espécies de Xanthomonas e encontraram, na maio-
tia dos isolados, uma baixa atividade de fosfatase
icida.

Os perfis de fosfatase dcida, apesar de fracos,
permitiram distinguir as trés patovares de X,
campestris, Estes padrdes de X. campestris pv.
cassavae permitiram diferengar os isolados proce-
dentes da Africa do isolado da Coldmbia. Além
disso, houve coincidéncia entre os petfis de fosfa-
tase icida da maioria dos isolados de X, campestris
pv. manihotis com o seu nfvel de patogenicidade.
Das et al. (1978) observaram em estirpes nio-
-patogénicas de A. tumefaciens um menor niimero
de bandas de fosfatase 4cida, coincidindo com
os dados aqui obtidos com isolados de X. campes-
tris pv. manihotis. Verificou-se a presenga de trés
bandas nos perfis dos isolados de alta patogenici-
dade e duas nos dos isolados menos patogénicos.

A baixa atividade de fosfatase alcalina, verifi-
cada em patovares de X. campestris patogénicos
3 mandioca, sugere a presenga de enzimas com
pouca atividade em pH 8,8, fato, este, também
obsetvado em outras espécies e patovares de
Xanthomonas (El-Sharkawy & Huisingh 1971b) e
em patovares de E. carotovora (Shekhawat &
Rudelph 1978).

Por outro lado, os padrSes de fosfatase alcalina
observados com os isolados de X, campestris pv.
cassavae ¢ X. campestris pv, manihotis sio distin-
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FIG,5 (A a E). Perfis densitométrices (A, B, C, D e El
de desidrogenase da glucose-8-fosfato, de trés pe
tovares de X. campestris, segundo 0§ quais 0§
isolados foram reunidos em: grupo A - X cam-
pestris pv, campestris (PDDCE - 8); grupo B - X,
campestris pv. cassavae (CIAT - 1195 e NCPPB.
101); grupo C - X. campestris pv. manihotis
(ENA - 2646, ENA - 2647, ENA - 2648, ENA-
2652 e NCPPB - 18234); grupo D - X, campestris
pv. cassavae (CIAT - 1165) e X, campestris py.
manihotis (ENA - 2649, ENA - 2650, ENA -
2651 e CIAT -1105) e grupo E - X campestris
pv. manihotis (ICPB - 125 e CIAT - 1193},

tos dos de fosfatase icida, indicando a preseng
de fosfatases especificas que operam dependends
da faixa de pH. Qutrossim, El-Sharkawy & Huisingh
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TABELA 7. Distribuigio das bandas de desidrogenase da glucose-6-fosfato pertencentes aos isolados de trés patovares
de X. carnpestris, por intervalo de 0,024 unidades de Eg,

Patovares de a b c
X. campestris 0,300 0,325
0,324 0,349

0,350
0,375

Faixa de E¢
d e f
0,400 0,425 0,450
0,424 0,449 0,474

g
0,675
0,693

campestris
PDDCE - 8

cassavae

CIAT- 1195
NCPPB -101
CIAT- 1165

manihotis
ICPB-125
NCPPB - 1824
CIAT-1193
CIAT- 1105
ENA - 2646
ENA - 2647
ENA - 2648
ENA - 2649
ENA - 2650
ENA - 2651
ENA - 2652

a
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NNNNENNNNNN O

O

O O

|

NNNNEEEENNN DO

[21 = Bandas comuns aos isolados de uma das patovares de mandioca,

{1971b) encontraram, em trés espécies de Xantho-
monas e dezessete patovares de X. campestris,
padrdes idénticos de fosfatases dcida e alcalina,
o que difere dos isolados de X. campestris pv.
cassavae ¢ X. campestris pv. manihotis, aqui estu-

dados,

Aspatovares de X, campestris patogénicas a man-
dioca mostraram bandas maltiplas e bastante ativas
de desidrogenase da glucose-6-fosfato, conforme
foicbservado por El-Sharkawy & Huisingh {1971b)
em outras espécies e patovares de Xanthomonas.
A variabilidade no padrio de desidrogenase da glu-
cose-b-fosfato em X. campestris pv. cassavae foi
correlacionada  diretamente com a distribuigdo

geografica, distinguindo-se os isolados de continen.

tes diferentes. A similaridade entre o isolado
colombiano (CIAT-1165) de X. campestris pv.
cassavae e trés isolados de X. campestris pv.
manihotis demonstrou a existéncia em ambas de
um mesmo sistema de desidrogenase da glucose-6-
fosfato. Além disso, os isolados de X, campestris
pv. manihotis apresentaram outros dois padrdes,

FI1G. 6. Matriz de similaridade montada com base na mé-
dia das percentagens de bandas cormuns de pro-
telna total, esterasa, fosfatase écida, fosfatase al-
calina e desidrogenase da glucosa-6-fosfato,
obtidas quando se campararam pares de isolados
de trds patovares de X. campestris,

Pesq. agropec. bras., Brasflia, 18(11):1215-1228, nov. 1983,
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sem nenhuma correlagio com o grau de patogeni-
cidade ou local de origem dos mesmos.

Com base nos perfis de esterase, fosfatase cida
e desidrogenase da glucose-6-fosfato, os isolados de
X, campestris pv. cassavae de procedéncia africana
apresentaram padrdes bastantes similares e diferen.
tes do isolado procedente da Colémbia. Esta ho-
mogeneidade entre os isclados da Africa confirma
dados de Maraite & Weyns (1978), que demonstra-
ram njo haver diferencas entre vinte isolados do
¢onfineﬁte africano, inclusive dos isolados CIAT-
1195 e NCPPB-101, através de testes fisiolégicos,
nutricionais e de patogenicidade, -

Lozano & Sequeira (1973) agruparam quinze
isolados de X, campestris pv. manihotis (dois do
Brasil, doze da Coldmbia ¢ um da Venezuela)
em dois serdtipos e sugerem 2 possibilidade de uma
correlagio entre serdtipos ¢ origem dos isolados,

_baseando-se na probabilidade de que os isolados
colombianos, pertencentes aos mesmo serbtipo de
um dos dois isolades brasileiros, tenham sido
introduzidos do Brasil, Esta possibilidade nio se
evidencia nas observacdes com esterase, fosfatases,
desidrogenase da  glucose-6-fosfato e proteina
total, que nio permitiram reunir os isolados de X,
campestris pv. manihotis de origem comum,

Os isolados 1CPB-125 e NCPPB-1834 de X,
campestris pv. manihotis, subculturas da cepa ori-
ginal ENA-300, isolada no Rio de Janeiro, apresen-
taram-se diferentes no que diz respeito 4 patogeni-
cidade ¢ nos perfis de esterase e desidrogenase da
glucose-6-fosfato. Estas cepas, cedidas por H.

. Maraite, da Universidade Catdlica de Lovaina
(Bélgica), em colegdo hd mais de sete anos, prova-
velmente, durante cultivos sucessivos sofreram mu-
tacGes ou selegio de genétipos diferentes a partir
da populagdo contida na cultura original,

Maraite & Weyns {1978) afirmaram que X,
campestris pv. cassavae, aparentemente, estava res-
trito ao leste da Africa, e que a sua auséncia na
América do Sul implicaria ter origem diferentes de
X. campestris pv. manihotis, com distribuigdo
ampla em 4reas neotropicais.

Independentemente de confirmagio ou nio
da hipétese de Maraite & Weyns (1978}, a verdade
é que os perfis de protefna total e dos enzimas
analisados mostraram que os isolados africanos
de X. campestris pv, cassavae sio bastante distintos
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dos isolados de X. campestris pv. manihotis, o que
concorda com a proposigio feita (Maraite &
Weyns 1978) para se manter separadas as duas pa-
tovares de X, campestris patogénicos & mandioca,
Além disso, os padrdes de isoenzimas ¢ de pro-
tefna total do isolado sul-americano de X. campes
trit pv. cassavae revelaram uma maior proximidade
deste com a maioria, € identidade com alguns
isclados de X, campestris pv. manihotis (Fig. 6).
Esses dados sugerem que o isolado sul-america-
no de X, campestris pv. cassavae seria uma estirpe
amarela de X, campestris pv. manihotis, semelhan-
te iquelas relatadas para X. campestris pv, mangi

| feraeindicae (Robbs et al. 1974) e X, campestris

pv. ricini (Sabet 1959},

CONCLUSOES

1. Os perfis de protefna solivel, esterase, fosfa
tase 4cida ¢ alcalina e desidrogenase da glucose-6-
-fosfato, integrados em coeficientes de similaride
de, demonstraram uniformidade genética tanto
entre os isolados de X, campestris pv. manihotis
como dentro das entirpes africanas de X, campes
tris pv. cassavae,

2. O isolado colombiano de X, campestris pv.
cassavde TOMPOrtou-s¢ mais como uma estirpe
amarela de X. campestris pv. manihotis indicande
ser filogeneticamente diferente das estirpes africa-
nas da patovar cassavae.

3, Os padrdes de fosfatase dcida serviram pana
separar isolados de X. campestris pv. manihotis
de diferentes graus de patogenicidade,
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