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RESUMO

bjetivou-se investigar a colonizagdo de tecidos de videira por Xanthomonas campestris pv. viticola

através de microscopia 6tica e eletronica de transmissdo. Se¢des de folhas e ramos foram submetidas a

imunomarcagdo com ouro associ ada a anticorpos policlonai s especificos. A imunomarcagao confirmou a
presenca da bactéria mesmo em amostras coletadas de videiras assintométicas, credenciando os anticorpos
produzidos para o diagndstico da doenca e para uso em programas de certificacdo de material propagativo.
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ABSTRACT

IMMUNOGOLD LABEL ING OF Xanthomonascampestrispv. viticolaWITH POLY CLONAL ANTIBODIES

Grapevine tissue col onization by Xanthomonas campestris pv. viticola wasinvestigated through light microscopy
and transmission electron microscopy. Leaf and branch sections were prepared and immunogold labelled using
specific polyclonal antibodies. The presence of bacteriawas detected even in samplesfrom symptomless grapevines.
Results indicated that polyclonal antibodies may be useful for diagnostic purpose and for certification of

propagative stocks.

K ey words: Mitisvinifera, bacterial canker, immunodetection, electron microscopy.

INTRODUCAO

Passados cerca de sete anos dos primeiros registros
noBrasil (MalavoltaJr. et al., 1998; Araujo et al., 1999)
0 cancro bacteriano da videira (Vitis vinifera L.),
causado por Xanthomonas campestris pv. viticola
(Nayudu) Dye, constitui-se numadas maisimportantes
doencas do perimetro irrigado do Submédio do Vale
do Rio S&o Francisco. Nas folhas, os sintomas
manifestam-se sob a forma de pequenas |les6es
necroéticas, angulares e de coloragéo castanha, que
conduzem ao crestamento do limbo foliar. Necrosesde
igual natureza sédo também observadas em ramos,
gavinhas, engacos dos cachos e bagas. E nos ramos,
contudo, que 0s sintomas S40 mais severos e
prejudiciais, representados pela obstrucéo dos tecidos
vasculares e pela formac&o de cancros extensos e

profundos. Esses cancros resultam na dilaceracdo de
tecidos e restricdo do fluxo de seiva, acarretando
murcha e secamento dos ramos (Araujo & Robbs,
2000). A bacteriose tem provocado prejuizos em
plantios dos cultivares Red Globe, Itdlia, Rubi,
Benitaka, Festival, Piratininga, Catalunha, Christmas
Rose, Perlette e Superior naguela regido (Araujo et
al., 2004). A sobrevivéncia do patégeno tem lugar em
ramos de videira, nos cancrosjaformados ou associada
ainfeccgdes latentes e assintométicas, o que evidencia
a potencial importancia dos 6rgdos vegetativos da
videira nadisseminag&o do cancro bacteriano (Araujo,
2001; Nascimento & Mariano, 2004).

Considerando néo se dispor ainda de terapias
eficazes para controle da bacteriose, torna-se
imprescindivel abusca de tecnologias direcionadas a
producéo e distribuicdo de material propagativo
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garantidamente isento de infecgdo. Paraisto, métodos
imunol 6gicos e de biologia molecular vém sendo
desenvolvidos para emprego na deteccdo de X.
campestrispv. viticolaem matrizes de videira (Araujo,
2001; Trindade & Ferreira, 2001). Viabilizadas essas
técnicas, viveiros de mudas poderéo ser inspecionados
e credenciados apartir de exames periédicos de cunho
fitossanitério.

No intuito de contribuir para esse objetivo,
investigou-se a colonizac&o de tecidos de videira por
X. campestris pv. viticola através de imunomarcacdo
com ouro, usando anticorpos policlonais produzidos
especificamente contraabactéria (Araujo et al., 2005).

MATERIAL E METODOS

Amostras de folhas e ramos de videira (cv. Red
Globe), com sintomas do cancro ou assintomaticas,
coletadas na Regido do Semi-Arido do Vale do Rio
S&o Francisco, foram levadas ao Setor de Microscopia
do Laboratério de Biologia Celular e Tecidual da
Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF/
RJ) e seccionadas em pecas de 0,5 a 1,0 cm de
comprimento por 0,1 a 0,5 cm. Essas se¢des foram
lavadas duas vezes em solugdo tampéo fosfato (50 mM,
pH 6,8) e fixadas em solucéo de glutaraldeido (2,5%)
em tampéo fosfato, por 24h a temperatura ambiente.
Em seguida, amostras foram preparadas para
microscopia 6tica e para microscopia eletronica de
transmissdo, de acordo com James et al. (1994), e
incubadas com os anticorpos policlonais AC4558 e
AC4560 (Araujo, 2001; Araujo et al.,2005), conforme
0s procedimentos a seguir descritos:

Imunomar cagdo com particulas de ouro para
microscopia 6tica: segdes semi-finas (0,7-1 pm), fixadas,
desidratadas e emblocadas, foram obtidas em
ultramicrétomo, e colocadas em gota d’ dgua sobre
[aminas de microscépio, cobertas com solucgéo aquosa
de gelatina (1%), sendo submetidas a temperaturas
em torno de 40°C . Asléminas contendo os cortesforam
ent&o col ocadas em cdmara Umida, sendo cobertascom
solucéo de bloqueio IGL (soro albumina bovina BSA
diluidoem PBS 1%) por 1h atemperaturaambiente. Em
seguida, apds répida lavagem em é&gua destilada/
esterilizada, foram aplicados os anticorpos A C4558 ou
AC4560, diluidos a 1:500, sendo o material incubado
em cdmara Umida por 1h a 25°C. Utilizando boxes de
vidro, as segdesforam tratadas em solugdo de lavagem
(1% Tween 20 em PBS) e agua destilada/esterilizada (5
minutos em cada) e secas com papel absorvente. Em
sequéncia, foram aplicados 40-50 pl de anticorpo
secundério (imunoglobulinas |gG de cabra, produzidas
contra imunoglobulinas de coelho) conjugado com
particulas de ouro de 15 nm de didmetro, diluidas a
1:100 em solugdo | GL,, permanecendo em cAmaradmida
por 4h atemperaturasvariando de 20 a25°C. Decorrido

Imunomarcacgdo de Xanthomonas ...

esse periodo, as|aminas foram novamente lavadas em
solugdo de lavagem e em agua destilada/esterilizada
por mais 5 minutos e postas para secar, encerrando o
processo de imunomarcacdo. Para visualizacdo ao
microscopio 6tico, marcaram-se as particul as de ouro
com prata, utilizando o “kit” Intense SE BL Silver
Enhancement (Laboratory Janssen Life Sciences
Products), de acordo com o método descrito por
VanderBosh et al. (1986). A reagdo foi caracterizada
por um precipitado negro ao redor das particulas de
ouro conjugadas ao anticorpo secundario.

I munomar cagdo com particulasde our o paraexame
ao microscopio eletr dnico de transmissao: secgdes
ultrafinas (70-80 nm) dos tecidos, pré-selecionados sob
microscopia 6tica, foram recolhidas em grades
hexagonais de niquel (300 mesh), cobertas com filme
de formvar e postas a secar em placas de Petri, sobre
papel de filtro, para imunomarcagdo com ouro
(Vanderbosch, 1986). A etapainicial, parabloqueio das
reacOes inespecificas, consistiu em fazer flutuar a
grade, com aface contendo o corte histol 6gico voltada
para a superficie de uma gota (50 pl) de solugdo IGL
(soro albuminabovinaBSA, diluido em PBS 1%) pelo
periodo de 1h. Em seguida, as grades foram incubadas
a 25 °C em gotas (50 pl) de anticorpos primarios
(AC4558, AC4560) diluidos a 1:500 em tampéo PBS,
permanecendo em camara Umida de 1 a 2h e
posteriormente lavadas, cuidadosamente, por 30 seg
em aguadestilada/esterilizada. Apds essalavagem, as
grades foram imersas em gota (40-50 pl) de anticorpo
secundario, diluido a1:100 em solugdo IGL, por mais
2h, a temperatura de 25 °C. Ao fim desse roteiro, as
grades foram lavadas em égua destilada/esterilizada,
com auxilio de uma pisseta, e totalmente imersas em
gota de IGL. Repetido esse procedimento, por trés
vezes, dentro de um periodo de 5 minutos, as grades
foram postas a secar sobre papel defiltro e contrastadas
com acetato de uranila (5%) por 10 minutosecitrato de
chumbo (0,2%) por 2 minutos, achando-se prontas para
observagdo ao microscopio eletronico de transmissao.
A reacdo foi visualizada pela deposicdo de pontos
negros (particulas de ouro de 15 nm) em regides da
secdo que expuseram os determinantes antigénicos
para os quais os soros foram produzidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tecidos de ramos e folhas de videiracom sintomas
do cancro bacteriano etambém originados de amostras
assintomaticas, provenientes de areas de producéo
afetadas pela doenca, revelaram intensa colonizagéo
por X. campestris pv. viticola. Tecidos internos de
folhas, ramos e peciol os | esionados, mostravam perda
deintegridade celular, associada a presenca de matriz
polissacaridica. Massas densas, constituidas de
células bacterianas, foram detectadas através da
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imunomarcagéo com particul as de ouro associadas aos
anticorpos AC4558 e AC4560, mediante precipitacdo
com prata. Essas bactérias, presentes no parénquima
xilematico e vasos condutores foram, assim,
identificados como X. campestris pv. viticola (Figura
1). Em estadios avancados da doenca, acentuada
maceracéo celular foi verificada, com colbnias
bacterianas distribuidas aleatoriamente nas regifes
degeneradas. Imunomarcagao aplicada nesses tecidos
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revelou invaridvel presenca de X. campestris pv.
viticola emmeio a uma matriz fibrilar, constituindo
halo eletrotransparente ao redor das células
bacterianas e indicando seu envolvimento na
desfibrilacdo da parede celular do hospedeiro (Figura
2). Acredita-se que, devido a essa degeneragdo, ocorra
congestionamento de agua nos tecidos infectados e
conseqiiente exsudagéo da bactéria.

Amostrasforam incubadas com anticorpos policlonai s (AC4558/A C4560) produzidos contra X. campestris
pv. viticola, imunomarcadas com particulas de ouro e submetidas arevel agdo do sinal com prata (IGL.SE).
Notar presenca de células da bactéria em regido de tecido macerado (T) e confinadas no xilema(e). bar =

Figura 2 - Fotomicrografia el etronica de transmisséo de tecidos de videiraimunomarcados (IGL) com particulasde
ouro (@ = 15nm) associadas a anticorpos policlonais especificos (AC4558/AC4560). Notar extensiva
desfibrilagéo da parede celular (- ) em presenca de célulasde X. campestris pv. viticola (¢).

As imagens revelaram, ainda, o progresso da
invaséo dos tecidos da videira pela bactéria, a qual
apo6s multiplicar-se nos espacos intercelulares, alcanca
0 parénquima e, a partir dai, os feixes vasculares do

xilema e do floema adjacentes (Figura 1). Nessa
seqiiéncia, haveriacolonizagdo sistémicadavideirapor
X. campestris pv. viticola, responsavel pelas
descoloracBes dos tecidos internos de ramos, de
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nervuras foliares e engagos, de onde constantemente
se verificaintensa exsudagdo bacteriana.

Fotomicrografias eletronicas de transmissdo onde
aparecem col6nias de X. campestris pv. viticola
imunomarcadas in situ com particulas de ouro
associadas a anticorpos policlonais especificos
(AC4558/AC4560), evidenciaram prevaléncia de
epitopos na superficie da parede celular bacteriana,
bem como a ndo reagdo dos anticorpos com fibrilas
(Figura3).

Asfotomicrografias obtidas de videira permitiram
confirmar que X. campestris pv. viticola reside sobre
folhas de videira, com ou sem sintomas do cancro
bacteriano, em areas de producgao de uvado Submédio
Séo Francisco. Essas populacdes epifitas
provavel mente constituem importante reservatério de

Imunomarcacgdo de Xanthomonas ...

indculo, inclusive nos periodos do ano desfavoréaveis
a ocorréncia de novas infecgdes.

Anticorpos policlonais, tais como AC-4558 e AC-
4560, mostraram potencial para representar uma
poderosa ferramenta na identificacdo da bactéria
associada aostecidosdavideira. Estudosjarevelaram
especificidadeem nivel de patovar (Araujoet al., 2005),
destacando a eficiéncia da imunomarcacdo para
detectar X. campestris pv. viticola em elementos de
propagacdo vegetativa. Por conseguinte, essa técnica
podera subsidiar programas de certificagdo, com o
objetivo de restringir a disseminacdo do agente do
cancro bacteriano da videira, principalmente para
regides do territdrio nacional aindalivresdaincidéncia
da doenca.

Figur a3 - Fotomicrografia el etrénicade transmissdo de células de X. campestris pv. viticola imunomarcadas (IGL)
com particulas de ouro (@ = 15nm) associadas a anticorpos policlonais especificos (A C4558/AC4560).
Notar prevalénciade epitopos (¢) nasuperficie daparede celular bacteriana e ando reagéo dos anticorpos

comfibrilas. bar =0,15um.
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