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RESUMO

A região espaçadora 16S-23S DNAr foi avaliada como marcador molecular para a diferenciação
dos patógenos de orquídeas, Acidovorax avenae  subsp. cattleyae e Burkholderia gladioli pv. gladioli.
Outras espécies pertencentes a esses dois gêneros como B. gladioli pv. alliicola, A. avenae subsp. avenae,
A. avenae subsp. citrulli, A. anthurii, A. facilis, A. delafieldii e A. konjaci também foram analisadas. A
amplificação por PCR dessa região produziu um fragmento de aproximadamente 1.100 pares de
bases para todas as linhagens testadas. Os produtos obtidos foram submetidos a digestões com
as enzimas Afa I, Alu I, Hae III e Hpa II e os resultados mostraram perfis distintos de RFLP para A.
avenae subsp. cattleyae de B. gladioli pv. gladioli com todas as endonucleases testadas. As seqüências
da região espaçadora 16S-23S DNAr foram alinhadas e a análise filogenética confirmou as
diferenças entre A. avenae subsp. cattleyae e B. gladioli pv. gladioli. A técnica de PCR-RFLP mostrou-
se eficiente e muito útil para a identificação desses patógenos, uma vez que eles causam sintomas
muito semelhantes em orquídeas.
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ABSTRACT

EVALUATION OF 16S-23S rDNA SPACER REGION AS A MOLECULAR MARKER TO
DIFFERENTIATION OF ACIDOVORAX AVENAE SUBSP. CATTLEYAE AND BURKHOLDERIA
GLADIOLI PV. GLADIOLI PATHOGENIC TO ORCHIDS. The 16S-23S rDNA spacer region was
evaluated as a molecular marker to differentiation of orchids pathogens, Acidovorax avenae  subsp.
cattleyae and Burkholderia gladioli pv. gladioli. Other species belonging to the two genera such as B.
gladioli pv. alliicola, A. avenae subsp. avenae, A. avenae subsp. citrulli, A. anthurii, A. facilis, A. delafieldii
and A. konjaci were also analyzed. The PCR amplification of the 16S-23S rDNA spacer region
produced a fragment of 1,100 base pairs. The products obtained from all strains were digested with
Afa I, Alu I, Hae III and Hpa II and the results showed distinct RFLP patterns for each endonuclease
tested. The sequences of 16S-23S rDNA spacer region were aligned and the phylogenetic analysis
confirmed the differences between A. avenae subsp. cattleyae e B. gladioli pv. gladioli. The PCR-RFLP
technique was very efficient and useful to the identification of these pathogens since they cause
very similar symptoms in orchids.
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INTRODUÇÃO

As exportações brasileiras de flores e plantas
ornamentais vêm se destacando expressivamente
nos últimos anos, principalmente a partir do ano
2000, com crescimento contínuo tanto no valor das
exportações quanto no saldo comercial. O setor no

Brasil, que vem crescendo a cada ano, acumulou
vendas internacionais no valor de US$ 29,6 milhões
em 2006, representando um aumento de 14,8% em
relação ao ano anterior, segundo a Secretaria de
Comércio Exterior, Ministério do Desenvolvimento,
Indústria e Comércio Exterior (SECEX/MDCI)
(KIYUNA et al., 2007).
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As mudas de plantas ornamentais representam o
principal produto de exportação brasileira na área de
flores e plantas. O segmento apresentou aumento nas
exportações nos últimos anos, atestando o vigor e a
agressividade do exportador nacional. O mesmo avan-
ço pode ser verificado nas exportações de mudas de
orquídeas que acumularam vendas de US$ 45 mil no
primeiro trimestre de 2005, representando um cresci-
mento de 102,37% em relação ao mesmo período de
2004. Os principais mercados internacionais consu-
midores de orquídeas são Reino Unido, Estados Uni-
dos, Japão, Hong Kong e Alemanha (GONDIM et al.,
2005).

Bactérias fitopatogênicas dos gêneros Acidovorax,
Burkholderia, Dickeya (sin. Erwinia) e Pectobacterium
(sin. Erwinia) causam diversos prejuízos à exploração
comercial de orquídeas, podendo inclusive provocar
a morte de plantas afetadas em curto espaço de tempo.
Acidovorax avenae subsp. cattleyae causa necrose de
folhas, morte de gemas e de plantas. As folhas
infectadas apresentam inicialmente lesões irregula-
res e de diferentes tamanhos, podendo atingir todo o
limbo e o pseudocaule, e resultar na morte da planta.
Burkholderia gladioli pv. gladioli causa lesões foliares
escuras, grosseiramente circulares, que podem levar
à destruição do limbo foliar (MALAVOLTA JUNIOR;
ALMEIDA, 1998).

Os sintomas de manchas foliares provocados por
A. avenae subsp. cattleyae e B. gladioli pv. gladioli são
muito similares e a identificação do patógeno está
baseada em testes bioquímicos convencionais. O di-
agnóstico com base nos sintomas pode ser efetuado,
porém será apenas presuntivo e necessitará de confir-
mação em laboratório. As técnicas convencionais
demandam longo tempo, uma vez que exigem a rea-
lização de testes cujos resultados podem requerer
dias ou semanas para avaliação. Os métodos
moleculares baseados nas análises de seqüências de
DNA oferecem maior precisão e sensibilidade quan-
do comparados aos métodos convencionais de análi-
se de caracteres fenotípicos, pois utilizam um critério
universal presente em todos os organismos, permitin-
do, assim, a comparação entre grupos de microrganis-
mos que desempenham funções diferentes no ambi-
ente.

Técnicas moleculares como RFLP (Restriction
Fragment Length Polymosphism), amplificação por
PCR (Polymerase Chain Reaction), seqüências 16S do
DNA ribossomal (DNAr), região espaçadora 16S-23S
DNAr, entre outras, vêm sendo aplicadas no estudo
da diversidade dos fitopatógenos em geral acarretan-
do profundas alterações na taxonomia das
fitobactérias, e resultando em novas composições de
grupos e/ou espécies, inclusive com a proposição de
novas espécies e patovares, bem como o conhecimen-
to em nível inter e infra-específico.

Dados de seqüências da região espaçadora entre
os genes 16S-23S DNAr têm se acumulado em anos
recentes, e o alinhamento de seqüências disponíveis
em bancos de dados evidenciou que não existem
regiões altamente conservadas nessa molécula e que
pode ocorrer variação considerável entre as espéci-
es, tanto no tamanho como na seqüência de bases
(GÜRTLER; STANISICH, 1996).

O presente trabalho teve por objetivo a avaliação
da região espaçadora 16S-23S DNAr como
marcador molecular para a diferenciação de A.
avenae subsp. cattleyae e B. gladioli pv. gladioli
patogênicas a orquídeas.

MATERIAL E MÉTODOS

Linhagens. As linhagens bacterianas utilizadas
no presente estudo foram cedidas pela Coleção de
Culturas de Fitobactérias do Instituto Biológico
(IBSBF), Laboratório de Bacteriologia Vegetal, Centro
Experimental do Instituto Biológico, Campinas, SP e
estão listadas na Tabela 1. As linhagens, preservadas
por liofilização, foram reativadas e cresceram em
meio NA (Extrato de carne 3 g; Peptona 5 g; NaCl 5 g
e ágar 15 g por litro), a 28° C/48h. Para a extração de
DNA, as linhagens foram cultivadas em 5 mL de meio
NB (NA sem adição de Ágar) por 16-18h/28° C/180
rpm.

Extração de DNA e amplificação. O DNA
cromossômico foi extraído segundo a metodologia
descrita por PITCHER et al . (1989) e a pureza e
quantificação do DNA das amostras foram reali-
zadas através de eletroforese em gel de agarose
0,6% em tampão TAE 1X (0,04 M Tris-acetato/
0,001 M EDTA). Os géis foram corados com
brometo de etídeo (0,1 mg/mL), visualizados em
transiluminador sob luz ultra-violeta e fotografa-
dos em sistema digital Alpha Innotech 2200. Para
realização da PCR foram utilizados aproximada-
mente 200 ng de DNA genômico em reações de 25
mL contendo 2,0 U de Taq  polimerase (GE
Healthcare); tampão da enzima Taq  1X; 0,4 mM
de uma mistura de dNTPs e 0,4 mM de cada
primer . O programa de amplificação das amos-
tras consistiu de um ciclo de desnaturação inicial
a 95° C/2min.; seguido de 30 ciclos a 94° C/
1min.; 60° C/1min. e 72° C/3min; e um ciclo a 72°
C/5min. (extensão final). Os experimentos foram
realizados em termociclador da marca Perkin
Elmer modelo 9700. O par de primers  utilizado
para a amplificação da região espaçadora 16S-
23S foi pHr [5’ TGC GGC TGG ATC ACC TCC TT
3’] (MASSOL -DEYA et al., 1995) e p23Suni322-anti
[5’ GGT TCT TTT CAC CTT TCC CTC 3’]
(HONEYCUT et al ., 1995).
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Análise dos fragmentos de restrição. Do produto
gerado da amplificação por PCR, 4 mL foram digeri-
dos individualmente com as seguintes enzimas de
restrição: Afa I, Alu I, Hae III ou Hpa II em reações de 15
mL contendo 5U da enzima por reação. As condições
de temperatura foram empregadas de acordo com as
recomendações do fabricante (Fermentas). A observa-
ção do perfil de restrição obtido foi realizada através
de eletroforese em gel de agarose 3%.

Sequenciamento e análise filogenética da região
espaçadora 16S-23S DNAr. Os produtos de amplifica-
ção correspondentes à região espaçadora 16S-23S
DNAr das linhagens de Acidovorax spp. e Burkholderia
spp. foram purificados utilizando-se o kit GFX PCR
DNA and Gel Band Purification  (Amersham
Biosciences) de acordo com as recomendações do fabri-
cante, para posterior seqüenciamento. Após as purifi-
cações, o DNA das diferentes linhagens foi quantificado
em gel de agarose 1%. As reações para sequenciamento
foram efetuadas com o kit Big Dye (Applied Biosystems)
utilizando-se o par de primers pHr e p23Suni322-anti
e a purificação da reação foi feita segundo o fabricante
do kit. As amostras de DNA foram secas, suspensas em
tampão apropriado e submetidas à eletroforese no
seqüenciador automático, marca Applied Biosystems,
modelo ABI Prism 377. Para a comparação foi utilizada
a região espaçadora 16S-23S das linhagens
seqüenciadas neste estudo assim como de uma linha-
gem de Xanthomonas sp., cuja seqüência foi obtida na
base de dados do GenBank e foi utilizada como grupo
externo na análise filogenética. As sequências foram
editadas utilizando-se o programa BioEdit (HALL, 1999)
e alinhadas com o uso do programa ClustalX (THOMPSON

et al., 1997). As seqüências alinhadas foram utilizadas
para a construção de uma árvore filogenética usando-
se o método Neighbour-Joining no programa MEGA
(KUMAR et al., 2004). Análises de bootstrap com 1000
repetições foram realizadas para prover suporte para
aos braços da árvore filogenética obtida.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A amplificação da região espaçadora 16S-23S
DNAr de A. avenae subsp. avenae (IBSBF 1854T), A.
avenae subsp. citrulli (IBSBF1851P), A. avenae subsp.
cattleyae (IBSBF 209P), A. anthurii (IBSBF 1977T), A.
konjaci  (IBSBF 1973T), A. delafieldii (IBSBF 1978T), A.
facilis (IBSBF 1976T), B. gladioli pv. alliicola (IBSBF
534P) e B. gladioli pv. gladioli (IBSBF 546T) produziu
um fragmento de aproximadamente 1.100 pares de
bases (pb) para todas as linhagens testadas. Os pro-
dutos resultantes da amplificação foram submetidos
à digestão com as endonucleases e apresentaram
sítios de restrição para todas as enzimas testadas,
sendo detectado polimorfismo entre a maioria das
linhagens analisadas (Figs. 1 e 2).

Os perfis de restrição das linhagens de Burkholderia
foram idênticos nas digestões com as enzimas Hae III,
Hpa II e Alu I. No entanto, a digestão com a enzima Afa
I gerou diferentes perfis entre os patovares de
Burkholderia gladioli. O padrão de bandas de B. g. pv.
gladioli, patogênica a orquídeas, mostrou fragmentos
de aproximadamente 900 e 100 pb. B. g. pv. allliicola
exibiu um perfil de restrição distinto com fragmentos
de aproximadamente 500, 340 e 100 pb (Fig.1).

Tabela 1 - Linhagens utilizadas neste estudo.

Linhagens IBSBF Hospedeiro Origem

Acidovorax avenae subsp. cattleyae 209P Orquídea (gênero e espécie não caracterizados) USA
1009 Phalaenopsis sp. Brasil

Acidovorax avenae subsp. avenae 1854T Zea mays USA
342 Saccharum officinarum Ilhas Reunião

Acidovorax avenae subsp. citrulli 1851P Citrullus lanatus USA
1521 Cucumis melo Brasil

Acidovorax anthurii 1977T Anthurium sp. Martinique
1542 Anthurium sp. Martinique

Acidovorax konjaci 1973T Amorphophallus rivieri Japão
Acidovorax delafieldii 1978T Solo USA
Acidovorax facilis 1976T Solo USA
Burkholderia gladioli pv. Gladioli 546T Gladiolus sp. USA

1277 Orquídea (gênero e espécie não caracterizados) Brasil
Burkholderia gladioli pv. alliicola 534P Allium cepa USA
Xanthomonas sp.*     - - _

T = linhagem tipo; P = linhagem referência do patovar; IBSBF (Coleção de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biológico,
Campinas, SP, Brasil).
*Número de acesso no GenBank AY940636.
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Com relação às linhagens do gênero Acidovorax,
nas digestões com Alu I, Hae III e Hpa II as linhagens
da espécie A. avenae apresentaram perfis distintos
das outras espécies do gênero. Nos testes com as
enzimas Afa I, Alu I e Hae III as linhagens A. avenae
subsp. cattleyae, A. a. subsp. citrulli e A. a. subsp.
avenae apresentaram perfis idênticos, o que eviden-
ciou alta similaridade dessa região nessas
subespécies. Das enzimas utilizadas apenas Hpa II
gerou perfil que permitisse a diferenciação de A. a.
subsp. citrulli das demais subespécies que nova-

mente apresentaram perfis idênticos. O padrão de
restrição de A. avenae subsp. cattleyae e A. a. subsp.
avenae, mostrou fragmentos de aproximadamente
350, 180, 140 e outros menores que 100 pb. A. a.
subsp. citrulli se diferenciou das demais subespécies
por apresentar, além dos fragmentos já citados, uma
banda de 300 pb (Fig. 2).

Os patógenos de orquídeas, A. avenae subsp.
cattleyae e B. g. pv. gladioli, apresentaram perfis de
restrição distintos com todas enzimas utilizadas e
com isso puderam ser claramente diferenciados.

Fig. 1 - Digestão dos produtos de amplificação da região
espaçadora 16S-23S DNAr com as enzimas Hae III e Afa I.
(M) marcador de peso molecular de 100pb (Amersham
Biosciences); (1) A. a. subsp. avenae  (IBSBF 1854T); (2) A. a.
subsp. cattleyae (IBSBF 209P); (3) A. a. subsp. citrulli (IBSBF
1851P); (4) A. anthurii (IBSBF 1977T); (5) A. konjaci (IBSBF
1973T); (6) A. delafieldii (IBSBF 1978T); (7) A. facilis (IBSBF
1976T); (8) B. g. pv. alliicola (IBSBF 534P); (9) B. g. pv. gladioli
(IBSBF 546T).

Fig. 3 - Árvore filogenética construída usando o método Neighbour-Joining, baseada em seqüências da região espaçadora
16S-23S DNAr de linhagens de Acidovorax e Burkholderia, com Xanthomonas sp. como grupo externo. O número sobre os
braços são valores de bootstrap obtidos em 1000 repetições (expressos em porcentagem).

Fig. 2 - Digestão dos produtos de amplificação da região
espaçadora 16S-23S DNAr com as enzimas Hpa II e Alu I.
(M) marcador de peso molecular de 100pb (Amersham
Biosciences); (1) A. a. subsp. avenae  (IBSBF 1854T); (2) A. a.
subsp. cattleyae (IBSBF 209P); (3) A. a. subsp. citrulli (IBSBF
1851P); (4) A. anthurii (IBSBF 1977T); (5) A. konjaci (IBSBF
1973T); (6) A. delafieldii (IBSBF 1978T); (7) A. facilis (IBSBF
1976T); (8) B. g. pv. alliicola (IBSBF 534P); (9) B. g. pv. gladioli
(IBSBF 546T).
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A partir do resultado do sequenciamento, as se-
qüências correspondentes à região espaçadora 16S-
23S DNAr foram alinhadas para a construção de
uma árvore filogenética (Fig. 3). A análise da árvore
revelou que as linhagens do gênero Burkholderia e as
pertencentes ao gênero Acidovorax formaram grupos
distintos . Além disso, as linhagens representantes
do gênero Acidovorax formaram dois agrupamentos
principais separando as linhagens da espécie A.
avenae das demais espécies do gênero. Em cada um
dos grupos, isolados de uma mesma espécie se mos-
traram muito similares ou idênticos entre si e o que
os diferenciaram foram poucas bases distintas pre-
sentes em suas seqüências, como observado com as
subespécies de A. avenae. O dendrograma mostra,
também, alta similaridade entre os patovares da
espécie Burkholderia gladioli, as quais formaram um
agrupamento bem distinto do grupo de Acidovorax,
indicando que as seqüências da região espaçadora
16S-23S DNAr, podem distinguir claramente esses
dois gêneros .

A amplificação por PCR tem permitido a análise
da região espaçadora 16S-23S de microrganismos
com o propósito de detectar heterogeneidade entre
e dentro de espécies (BARRY  et al., 1991; JENSEN et al.,
1993; KOSTMAN  et al., 1995), possibilitando a identi-
ficação e tipagem dos organismos. Desse modo,
MANCEAU ; HORVAIS (1997) obtiveram a diferenciação
em nível infra-específico de linhagens de
Pseudomonas syringae por meio da técnica de PCR-
RFLP da região espaçadora. Xanthomonas
patogênicas aos citros (DESTÉFANO; R ODRIGUES  NE T O,
2002) e à cana-de-açúcar (DESTÉFANO  et al., 2003)
também puderam ser diferenciadas por essa
metodologia. A partir da análise de seqüências
variáveis dessa região em linhagens de dois
patovares associados a doenças em cereais, MAES et
al. (1996) desenharam primers específicos para os
diversos patovares de Xanthomonas que causam
CLS (Cereal Leaf Streak).

No presente estudo, os resultados obtidos refor-
çaram a aplicabilidade da região espaçadora na
diferenciação de microrganismos. O PCR-RFLP bem
como a árvore filogenética, construída a partir de
dados de alinhamento das seqüências da região
espaçadora 16S-23S DNAr, revelaram que há gran-
des diferenças nessa região entre os patógenos de
orquídeas. A técnica empregada mostrou-se eficien-
te para o diagnóstico de A. a. subsp. cattleyae e B. g. pv.
gladioli, uma vez que esses microrganismos causam
sintomas muito semelhantes naqueles hospedeiros .
Esses resultados demonstram a possibilidade de
utilização desta região para o desenho de primers
específicos para a detecção de cada um desses
patógenos, otimizando assim, a metodologia de di-
agnóstico desenvolvida.
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