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RESUMO GERAL

O cancro bacteriano € uma doenga de grande importancia econdmica para a videira no
Submédio do Vale do S&o Francisco, Nordeste do Brasil. O conhecimento sobre a
sensibilidade de isolados de Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv) ao cobre e a estrutura
genética da populagdo é importante para direcionar as estratégias de controle da doenga. Os
objetivos da pesquisa foram estimar a sensibilidade ao cobre de isolados de Xcv obtidos dessa
regido; comparar a adaptabilidade dos isolados sensiveis e tolerantes ao cobre; realizar
analises dos isolados através dos genes copA e copB; e estudar a estrutura genética de trés
populacdes utilizando perfis gendmicos de rep-PCR. De 70 isolados analisados quanto a
sensibilidade a cupricos, 23 (33 %) foram classificados como tolerantes ao hidréxido de cobre
a 140 ug ml™ Cu?* e 21 (30 %) ao oxicloreto de cobre a 70 ou 140 pug ml™ Cu?*. Dez isolados
de cada fendtipo foram selecionados para 0s ensaios subsequentes. Quando inoculados em
mudas de videira pulverizadas com os cupricos, o periodo de incubacdo da doenca foi
reduzido em até quatro dias nos isolados tolerantes. Os genes copA e copB estavam presentes
nos dois fenotipos dos isolados. As anélises realizadas através do gene copA revelaram uma
elevada similaridade genética compartilhada entre Xcv e X. alfalfae subsp. citrumelonis, X.
citri subsp. citri e X. arboricola pv. juglandis. Os isolados tolerantes, na auséncia do cobre,
ndo apresentaram reducdo de adaptabilidade em relacdo a caracteristicas culturais,
crescimento, tolerancia a diferentes temperaturas, concentragdes de NaCl e niveis de pH,
inducdo de hipersensibilidade e producdo de biofilme. Perfis genémicos de rep-PCR de
isolados de Xcv provenientes de Petrolina-PE (n = 60), Juazeiro-BA (n = 16) e Casa Nova-BA
(n = 29) foram analisados determinando-se a diversidade intra e interpopulacional. Alta
diversidade haplotipica foi observada em cada populacdo com as técnicas ERIC e REP e
baixa diversidade com BOX, no entanto, com valores proximos. A partir da analise de
haplotipos foi possivel constatar a auséncia de estrutura na populagdo com pouco ou nenhum
haplotipo compartilhado por isolados das trés populacdes. Na andalise da diferenciacéo
haplotipica entre as popula¢des, os valores dos indices analisados foram baixos, o que indica
pouca diferenciacdo genética entre elas. Além disso, as populacGes apresentaram baixa

diversidade global.

Palavras-chave: Vitis vinifera, cancro bacteriano, adaptabilidade, resisténcia ao cobre,

diversidade genética, rep-PCR



GENERAL ABSTRACT

Bacterial canker is a disease of great economic importance for the grapevine, in the
“Submédio” of the Sdo Francisco Valley, Northeast of Brazil. To support strategies of
disease control, copper sensitivity of Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv) and genetic
structure of population must be studied. This research aimed to estimate the copper sensitivity
of isolates obtained from this region; to compare the adaptability of sensitive and tolerant
copper isolates; to perform analyzes on some of these isolates through the genes copA and
copB; and to study the genetic structure of three populations using genomic profiles of rep-
PCR. From 70 isolates analyzed, 23 (33 %) were classified as tolerant to copper hydroxide at
140 pg ml™ Cu®, and 21 (30 %) to copper oxychloride at 70 or 140 ug ml™ Cu®*. Ten isolates
of each reaction phenotype were selected for subsequent assays. When tolerant isolates were
inoculated in grapevine seedlings sprayed with the copper, the incubation period of the
disease was reduced by up to four days. CopA and copB genes were present in both
phenotypes of the isolates. The analyzes performed with the copA gene showed a high shared
genetic similarity of sharing between Xcv and X. alfalfae subsp. citrumelonis, X. citri subsp.
citri and X. arboricola pv. juglandis. In the absence of copper, tolerant isolates did not exhibit
reduced adaptability in relation to cultural characteristics, growth, tolerance to different
temperatures, NaCl concentrations, pH levels, induction of hypersensitivity and biofilm
production. The rep-PCR genomic profiles of Xcv isolates from Petrolina-PE (n = 60),
Juazeiro-BA (n = 16) and Casa Nova-BA (n = 29) were analyzed to determine the intra- and
inter- population diversity. ERIC and REP techniques showed high haplotype diversity in
each population while BOX showed low, even though the values were close. The haplotype
net detected an absence of structure in the population with few or none haplotype shared by
isolates of the three populations. The haplotype differentiation analyzes among populations
showed low index values demonstrating low genetic differentiation among them. Moreover,

populations presented low global diversity.

Keywords: Vitis vinifera, bacterial canker, copper resistance, genetic diversity, Population

structure, rep-PCR.
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SENSIBILIDADE A CUPRICOS E ESTRUTURA GENETICA DE POPULA(;OES DE
Xanthomonas campestris pv. viticola

INTRODUCAO GERAL

1. Importéancia econdmica da videira

A videira (Vitis vinifera L.) é uma das frutiferas mais plantadas no mundo, tanto em
regides tropicais como em regides temperadas (PEARSON; GOHEEN, 1998). No Brasil é
cultivada desde o extremo Sul até o Nordeste (POMMER, 2003). Séo produzidas uvas finas
de mesa, em sua maioria, variedades da espécie V. vinifera (europeia), que apresentam bagas
grandes e polpa carnosa, representadas principalmente por cultivares como a ‘Italia’ e suas
mutacoes (‘Rubi’, ‘Benitaka’ e ‘Brasil’), ‘Red Globe’, ‘Red Meire’, ‘Patricia’ e as sem
sementes como ‘Centennial Seedless’, ‘Superior Seedless’ ou ‘Festival’, ‘Thompson
Seedless’, ‘Perlette’, ‘Catalunha’ e ‘Crimson Seedless’. Também sao produzidas uvas comuns
de mesa, que apresentam bagas médias a grandes, com polpa mucilaginosa, na sua maioria
variedades ou hibridos da espécie V. labrusca L. (americana), cujas representantes principais
sdo as cultivares Isabel e Niagara Rosada (NACHTIGAL, 2003).

A videira ocupa a 15° posi¢do em relacdo ao valor da producéo agropecuaria brasileira
e 0 3° lugar entre as frutas, ficando atrds somente da laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck) e
banana (Musa spp.) (IBGE, 2015). No ano de 2015, a producdo de uva foi de 1.499.353
toneladas numa area de 79.094 hectares, destacando-se como 0Ss maiores produtores oS
estados de Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Pernambuco, Santa Catarina, Parana e Bahia. Nesse
mesmo ano, o Nordeste brasileiro, apresentou uma area total plantada de 47.694 hectares, com
uma producdo de 1.254.768 toneladas, sendo responsavel por 83,69% da producdo brasileira
de uvas (EMBRAPA, 2016). O plantio de parreirais na regido Nordeste do pais se concentra
no Submédio do Vale do S&o Francisco, no Polo Petrolina (Pernambuco) — Juazeiro (Bahia),
responsavel por 95% das exportacGes brasileiras de uva de mesa (MAPA, 2017). Além da
importancia econbmica, essa cultura também tem um grande impacto social, por absorver
grande quantidade de mao-de-obra, empregando de trés a quatro pessoas/hectare (LIMA;
FERREIRA; DIANESE, 1999; ARAUJO, 2001).

No Nordeste brasileiro, a vitivinicultura esta presente no Submédio do Vale do Séo
Francisco desde o século XVI (LEAO; POSSIDIO, 2000). No entanto, seu cultivo foi
intensificado na regido a partir de 1950 com um aumento expressivo da producdo a partir do
ano de 1990 (LIMA; MOREIRA, 2002). Nessa regido, de clima semiarido tropical, a
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temperatura média anual é de 26 °C, com pluviosidade em torno de 500 mm, concentrada
entre 0s meses de janeiro a abril; apresenta variabilidade intra-anual com dias e noites
quentes, possibilitando a producdo e colheita de uvas com caracteristicas diferenciadas em
diversas épocas do ano. Em virtude da precipitacdo pluvial insuficiente, técnicas de irrigagdo
sd80 necessarias para garantir o desenvolvimento das plantas e a produgdo das uvas
(TONIETTO; CARBONNEAU, 2004). Estes fatores permitem que se tenha desenvolvimento
continuo e producédo ao longo do ano, sendo possivel que uma videira produza de duas a trés
safras, dependendo do ciclo de cada cultivar (PEREIRA; BASSOI, 2008; PEREIRA et al.,
2011; TONIETTO; TEIXEIRA, 2004;).

Apesar do alto potencial para producdo de uvas finas de mesa no Submédio do Vale
do Séo Francisco, existem problemas fitossanitarios que, se ndo contornados, podem
ocasionar serios prejuizos e diminuir a vida Util dos parreirais instalados a médio/longo prazo.
Vérias doencas incitadas por bactérias, fungos, nematoides e virus comprometem a parte
aerea e o sistema radicular das plantas, causando perdas expressivas na produtividade dessa
cultura. No Brasil, ocorrem apenas duas bacterioses na videira, a galha da coroa (Rhizobium
vitis Ophel e Kerr) e o cancro bacteriano (Xanthomonas campestris pv. viticola (Nayudu)
Dye), sendo esta Gltima considerada um dos principais problemas fitossanitarios da cultura
(RODRIGUES NETO et al., 2011; TOMAZ et al., 2011).

No Brasil, X. campestris pv. viticola é uma Praga Quarentenaria Presente (A2) e de
acordo com a Instrucdo Normativa SDA n° 59 de 18 de dezembro de 2013, restrita aos estados
da Bahia, Ceard, Pernambuco e Roraima (MAPA, 2013). Sendo uma praga de importancia
econémica potencial, possui programa oficial de controle estabelecido pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA, 2014).

2. Cancro bacteriano da videira

Na india, no ano de 1969, foram observados em videiras da variedade Anab-e-Shahi,
sintomas de cancro e manchas foliares que refletiam em perdas de producdo (NAYUDU,
1972), sendo esse considerado o primeiro relato da doenca. Em marco de 1998 o cancro
bacteriano da videira foi detectado pela primeira vez no Brasil, em parreirais do Submédio do
Vale do Séo Francisco (cv. Red Globe), mais precisamente no estado de Pernambuco (LIMA;
FERREIRA; DIANESE, 1999). Acredita-se que o patdgeno foi introduzido inadvertidamente
por produtores, através de bacelos da variedade Red Globe trazidos da india (FREIRE;
OLIVEIRA, 2001). Anos mais tarde, estudos de variabilidade genética realizados por

Trindade, Lima e Ferreira (2005), mostraram que os isolados brasileiros e o isolado patotipo
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NCPPB 2475, proveniente da India, possuiam perfis gendmicos muito proximos, o que
confirmou essa hipotese de introducao.

Uma vez no Brasil, 0 patdgeno encontrou na regido semiarida nordestina condigdes
favoréveis de temperatura para infeccéo das videiras e disseminacdo. Ainda no ano de 1998, a
doenca foi relatada nos estados da Bahia e Piaui (LIMA; FERREIRA; DIANESE, 1999) e,
posteriormente, observada nos estados do Ceard (FREIRE; OLIVEIRA, 2001), Goias
(JUNQUEIRA et al., 2006), Minas Gerais (JUNQUEIRA et al., 2006; MARQUES, 2007),
Parand (TOMAZ et al., 2011), Roraima (HALFELD-VIEIRA; NECHET, 2006) e Sao Paulo
(RODRIGUES NETO et al., 2011). A doenca foi erradicada da maioria desses estados, sendo
0 patdgeno atualmente encontrado nos estados da Bahia, Ceard, Pernambuco e Roraima
(MAPA, 2013). O sucesso da erradicacdo da doenca nestes estados se deve ao digndstico
imediato da mesma e da baixa extensdo de terras cultivadas com videira, diferentemente do
Submédio do Vale do Séo Francisco que apresenta grande extensdo de terras cultivadas com
esta cultura.

Os primeiros focos do cancro bacteriano em videira no Submédio do Vale do Sao
Francisco foram observados em plantios novos, de dois a trés anos de idade, com incidéncia
de até 100% em plantas de ‘Red Globe’ e em variedades de uvas sem sementes (LIMA;
FERREIRA; DIANESE,1999). Durante os anos de 1998 e 1999, levantamento realizado pelo
Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Semiarido, em 358 amostras detectou a bactéria em
197 (55%) amostras, das quais 127 eram de ‘Red Globe’ (LIMA; MASHIMA, 2000). O
cancro bacteriano ainda continua causando grandes perdas, diminuindo o potencial produtivo
do Brasil pela reducéo da colheita de duas para uma safra anual (SILVA, 2011).

No Submedio do Vale Sdo Francisco, os sintomas do cancro bacteriano ocorrem com
mais intensidade no primeiro semestre do ano, onde ha maior ocorréncia de chuvas, alta
umidade relativa e temperatura elevada. Os sintomas nas folhas surgem como pontos
necroticos de 1-2 mm de diametro, com ou sem halos amarelados, que podem coalescer. As
folhas persistem na planta mesmo depois de secas. Nas nervuras, 0s sintomas se caracterizam
por manchas necroticas, com ou sem halos amarelados, visualizadas na face abaxial do limbo
foliar e que ao coalescerem comprometem grande area (FREIRE; OLIVEIRA, 2001;
MALAVOLTA JR. et al, 1999; NAYUDU, 1972), sintoma muito importante para a
confirmacdo da doenca a partir de lesbes foliares ndo caracteristicas e da auséncia de cancros
distintos na planta. Nos peciolos e caule ocorrem manchas necréticas, alongadas, com
fissuras, denominadas de cancros. Nos ramos e nas raquis, ocorre a formagdo de manchas

necroticas alongadas, que em sua evolu¢do provocam fissuras longitudinais de coloragéo
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negra (NASCIMENTO; MARIANO, 2004). O principal prejuizo verificado na variedade Red
Globe é a reducdo na producéo, pois plantas infectadas produzem cachos com sintomas de
cancro no engaco, que prejudicam seu desenvolvimento, impactando a comercializagcdo dos
frutos (LIMA; MOREIRA, 2002).

Segundo Lima; Ferreira e Dianese (1999), os sintomas foram detectados com
incidéncia variavel nas variedades Italia, Sugraone, Piratininga, Patricia, Ribier, Catalunha,
Brasil e Benitaka. A variedade Red Globe e as variedades sem sementes mostram-se mais
suscetiveis quando comparadas as demais variedades utilizadas no Submédio do Vale do S&o
Francisco. X. campestris pv. viticola pode ser introduzida em parreirais através de mudas e/ou
bacelos infectados e ser disseminada, dentro dos parreirais, por restos de cultura infectados
que sdo deixados no pomar ou ainda, através de tesouras de poda ndo desinfestadas
(NASCIMENTO; MARIANO; GAMA, 2005; NAUE, 2014). Segundo Robbs e Rodrigues
Neto (1999), pus bacteriano, liberados dos cancros, pode constituir a principal fonte de
indculo & média e curta distancia, veiculado em goticulas de agua de chuva ou irrigacao e
infectando tecidos suscetiveis que surgem apds a poda. A longa distancia, a bactéria pode ser
disseminada por materiais de propagacdo, principalmente mudas (ROBBS; RODRIGUES
NETO, 1999) e, eventualmente, por engacos e cachos contaminados (NASCIMENTO;
MARIANO; GAMA, 2005).

Temperaturas de 25 a 30°C em conjunto com a alta umidade relativa do ar
proporcionam condicdes favoraveis ao desenvolvimento da doenca em campo (CHAND;
PATIL; KISHUM, 1991; GAMA, 2014). A bactéria sobrevive de um ciclo para o outro nos
cancros de plantas infectadas ou epifiticamente em plantas assintomaticas (ARAUJO, 2001;
ARAUJO et al, 2005; GAMA, 2014). A sobrevivéncia de X. campestris pv. viticola pode
durar até 80 dias em restos culturais, sendo reduzida a 10 dias quando estes sdo incorporados

em sistemas de compostagem (SILVA et al., 2012).

3. Taxonomia de Xanthomonas campestris pv. viticola e diagnose do cancro bacteriano
Quando o cancro bacteriano foi detectado na india em 1969, baseado em estudos das
caracteristicas morfoldgicas e coloracdo das coldnias isoladas, o agente causal da doenca foi
identificado como Pseudomonas viticola Nayudu (NAYUDU, 1972). Em 1978, Young et al.
propuseram alteracdes no sistema de classificacdo de bactérias fitopatogénicas e oficializaram
0 uso do termo patovar, sendo P. viticola reclassificada como patovar da espécie
Xanthomonas campestris (VAUTERIN et al.,, 1995), sendo designada X. campestris pv.
viticola (YOUNG et al., 1978). Todavia, Vauterin et al. (1995) ao estudarem 183 isolados de
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Xanthomonas, usando ferramentas de biologia molecular, sugeriram que X. campestris pv.
viticola fosse tratada como Xanthomonas sp. até que estudos mais esclarecedores fossem
realizados a respeito da taxonomia dessa espécie. No entanto, o Comité sobre a Taxonomia de
Fitobactérias da Sociedade Internacional de Fitopatologistas (Committee on the Taxonomy of
Plant Pathogenic Bacteria - International Society of Plant Pathology) recomenda o uso do
epiteto X. campestris pv. viticola (BULL et al., 2010). Dessa forma, a nomenclatura
Xanthomonas sp. ndo tem sido utilizada em periddicos indexados, nem tdo pouco pela
legislacdo brasileira.

Xanthomonas campestris pv. viticola pertence ao Dominio Bacteria, Filo
Proteobacteria, Classe Gamaproteobacteria, Ordem Xanthomonadales e Familia
Xanthomonadaceae (GARRITY; HOLT, 2000) . Essa bactéria apresenta células em forma de
bastonete, ndo capsuladas, uniflageladas, medindo de 1,2 a 2,5 pum (NAYUDU, 1972). E
Gram negativa, nao apresenta pigmento fluorescente em meio King’s B nem atividade de
urease e oxidase. N&o utiliza asparagina como unica fonte de carbono e nitrogénio, ndo possui
inclusdes de poli-p-hidroxibutirato e ndo tolera concentragbes de 1 a 2% de NaCl. Produz
acidos a partir de glucose, manose, galactose, trehalose, frutose e celobiose (LIMA;
FERREIRA; DIANESE, 1999). Forma colbnias arredondadas, convexas, brilhantes e bordos
lisos, com coloracdo creme-esbranquicada. Apesar de pertencer ao género Xanthomonas, X.
campestris pv. viticola ndo produz o pigmento amarelo xantomonadina, comum a esse género.
Tem crescimento 6timo em pH 7,5 e temperatura entre 27 e 29°C, ndo crescendo a 0°C e a 40
°C (NASCIMENTO; MARIANO; GAMA, 2005). Araujo (2001) relatou temperatura maxima
de 36°C para o crescimento de X. campestris pv. viticola e Malavolta Jr. et al. (1999)
confirmaram crescimento da bactéria a 36°C, mas nao a 41°C. A reacdo de hipersensibilidade
é geralmente negativa em folhas de fumo (Nicotiana tabacum L.), mas positiva em folhas de
tomateiro (Solanum lycopersicum L.) (MALAVOLTA Jr. et al., 1999).

A diagnose do cancro bacteriano pode ser realizada pelos métodos tradicionais pela
avaliacdo dos sintomas, isolamento em meio de cultura e testes de patogenicidade. O
isolamento deste patdgeno em meio de cultura foi facilitado quando Peixoto et al. (2006)
formularam um meio semi-seletivo NYDAM (agar nutritivo-dextrose-levedura (NYDA) +
ampicilina) que inibe o crescimento de outras bactérias fitopatogénicas e bactérias saprofitas.
Porém, os métodos tradicionais podem ser limitantes em funcdo do tempo necessario e da
dificuldade de diagnose precoce de plantas assintomaticas.

Métodos mais rapidos para o diagnéstico precoce do cancro bacteriano da videira,

inclusive em plantas assintomaticas, estdo sendo desenvolvidos e/ou aperfeicoados. Araujo et



16

al. (2005) produziram dois anticorpos policlonais (AC 4558 e AC 4560) com limite de
deteccdo até 10* UFC mL™, os quais podem ser utilizados por meio do teste ELISA direto. No
entanto, esses anticorpos apresentam reacGes cruzadas com isolados de X. vesicatoria
(Doidge) Vauterin et al., X. campestris pv. campestris (Pammel) Dowson e isolados de X.
axonopodis Starr and Garces associados a anacardiaceas. A partir do sequenciamento parcial
do gene hrpB, Trindade et al. (2007) desenvolveram oligonucleotideos iniciadores (primers)
para uso em PCR. Os primers Xcv1F/Xcv3R e RST2/Xcv3R amplificam fragmentos de 243 e
340 pb do gene hrpB, respectivamente. No entanto, esses primers também amplificam esses
fragmentos a partir do DNA de isolados de Xanthomonas associados a anacardiaceas e de
isolados de X. campestris pv. passiflorae, sendo considerados semiespecificos. A analise de
RFLP dos produtos de amplificagdo dos primers RST2/Xcv3R com a enzima Haelll gera
padrdes de restricdo distintos para as trés fitobactérias (X. campestris pv. viticola, isolados de
Xanthomonas associados a anacardiaceas e X. campestris pv. passiflorae (Pereira) Dye),
demonstrando a utilidade desta técnica para 0 monitoramento de X. campestris pv. viticola em
videiras (TRINDADE et al., 2007).

Xanthomonas campestris pv viticola € um patdégeno de importancia quarentenéria,
sendo o controle do cancro bacteriano uma preocupacao constante considerando a ocorréncia
muito restrita deste patdgeno no pais e o0 risco de seu estabelecimento em outras regides

produtoras de uva nas regies Sul e Sudeste do Brasil.

4. Manejo do cancro bacteriano da videira

As recomendacdes de controle do cancro bacteriano se baseiam na Instrucdo
Normativa n° 2 de 06 de fevereiro de 2014 (MAPA, 2014), onde produtor, importador,
comerciante ou detentor de plantas e partes de plantas de espécies do género Vitis, devem
adotar algumas medidas preventivas e de erradicacdo: I- Desinfestacdo de veiculos, maquinas,
implementos, equipamentos e material de colheita, com produtos sanitizantes recomendados
pela pesquisa; Il- Destruicdo de material contaminado; controle quimico com produtos
recomendados pela pesquisa; I11- Eliminacdo de hospedeiras alternativas de X. campestris pv.
viticola; VI- Eliminacdo de todo o material resultante das podas, por meio de enterrio ou
gueima, para as variedades mais suscetiveis e sintomaticas; V- Fazer inspecfes visuais em
todo o viveiro semanalmente, concentrando-se nas variedades mais suscetiveis e nos periodos
de condicBGes ambientais favoraveis a ocorréncia da doenca; e VI- Comunicar imediatamente

ao Orgdo Oficial de Defesa Agropecuéria (Agéncia de Defesa e Fiscalizagio Agropecuéria de
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Pernambuco—ADAGRO) sobre qualquer suspeita de ocorréncia do cancro bacteriano da
videira.

N&o existe, até 0 momento, cultivares de videira com resisténcia genética ao cancro
bacteriano disponiveis no mercado. Portanto, sdo recomendadas como medidas preventivas da
doenca: utilizar mudas e material propagativo com Certificado Fitossanitario de Origem;
estabelecimento de quebra-ventos, inspecdes periddicas dos parreirais para detectar a presenca
de sintomas; instalacdo de tapetes de cal virgem ou pediltvio com amdnia quaternéaria (0,1%)
na entrada da area de producdo; evitar o transito de maquinas e equipamentos entre areas
produtoras; proceder a desinfestacdo das tesouras (poda, raleio e colheita) entre cada duas
plantas e poda de producdo em periodos de baixa precipitacdo pluviométrica. Para pomares
em fase de implantacdo recomenda-se evitar o sistema de irrigacdo sobrecopa, tais como a
aspersdo convencional e pivé central, que favorecem a infeccéo e a disseminacdo da bactéria
(LIMA; MASHIMA, 2000; LIMA, 2008; LIMA; MOREIRA, 2002). A utilizacdo da técnica
de cultura de tecido pode ser uma alternativa para a obtencdo de mudas livres de X.
campestris pv. viticola e com boa regeneragdo (SILVA, 2013).

O procedimento de erradicacdo das plantas infectadas deve ser adotado quando da
deteccdo da doenca em uma area. Lima, Ferreira e Dianese (1999) citaram a erradicacdo de
100 ha de videiras em producdo na regido do Submédio do Vale do S&o Francisco, sendo 85
% dessa area cultivada com a cultivar Red Globe e 15 % com a cultivar Perlette. Em S&o
Paulo, o procedimento de erradicacdo das plantas infectadas foi adotado, e aproximadamente
4.700 plantas foram destruidas (RODRIGUES NETO et al.,, 2011). No Parana, mais
precisamente no municipio de Cianorte parreirais de Red Globe com sintomas de cancro,
foram erradicados (TOMAZ et al., 2011). Medidas de erradicacéo sao eficientes, uma vez que
dos nove estados onde a doenca foi assinalada, continua presente apenas na Bahia, Ceara,
Pernambuco e Roraima (MAPA, 2013).

O controle quimico do cancro bacteriano é baseado na pulverizacdo das plantas com
cupricos logo apés a poda, a brotacdo e quando ha a ocorréncia de ferimentos. Embora
capricos sejam recomendados como método de protecdo, minimizando os danos causados e a
disseminacdo da bactéria, ndo existem produtos quimicos registrados para controle do cancro
bacteriano no Brasil. Os produtos hidroxido e oxicloreto de cobre ndo sdo registrados no
Brasil para controle X. campestris pv. viticola em videira, mas tém registro para o controle de
doencas fungicas da videira tais como mildio, antracnose, escoriose, podriddo da uva madura,
mancha foliar e podriddo amarga (AGROFIT, 2014).
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Aplicacdes de cobre repetidas ao longo de vérias estacfes e anos podem levar a
selecdo de populacGes tolerantes aos produtos (MENEGUIN et al., 2007). Isolados de X.
campestris pv. viticola com resisténcia ao cobre j& foram detectados (ARAUJO et al.,2003;
CHAND; SINGH; SINGH, 1994; MARQUES; UESUGI; FERREIRA, 2009).

5. Resisténcia a cupricos

Produtos cupricos tém sido utilizados no controle de doencgas bacterianas, como
oxicloreto de cobre, sulfato de cobre, hidréxido de cobre e 6xido cuproso. O cobre atua na
protecdo do tecido vegetal contra infeccdo por bactérias e na reducéo da populacdo bacteriana
na superficie foliar. Entretanto, sdo necessarias varias aplicacdes dos produtos para alcancar
controle adequado de doencas bacterianas (LEITE JUNIOR, 2000).

O cobre é essencial para varias enzimas envolvidas na respiracdo, tais como as
oxigenases e proteinas de transporte de elétrons. No entanto, acima de uma certa concentragao
0 cobre tem a habilidade de gerar radicais livres capazes de danificar o DNA e membranas
lipidicas, sendo toxico as células. Para evitar danos, o seu nivel intracelular deve ser
controlado, e para isso, as bactérias desenvolveram sistemas para se proteger da concentracao
excessiva de cobre (VOLOUDAKIS et al., 2005).

A velocidade do desenvolvimento de resisténcia pode ser influenciada por varios
fatores, tais como a base genética da resisténcia, as caracteristicas da linhagem resistente, a
natureza do patdgeno e da doenca, a frequéncia de aplicacdo do fungicida, ao grau de
cobertura obtido, a persisténcia na cultura ou no solo e ao tamanho da &rea tratada
(BANDEIRA, 2014; GHINI; KIMATI, 2000).

Uma vez que a resisténcia ao cobre € adquirida, a pressdo colocada pelas aplicacdes
continuas de sprays de cobre aumenta gradualmente a frequéncia de populacgdes resistentes do
patdgeno e compromete a eficacia do cobre (BEHLAU et al.,, 2013; SUNDIN; JONES;
FULBRIGHT, 1989). Isolados resistentes ao cobre foram identificados em varias bactérias
fitopatogénicas, incluindo espécies de Pseudomonas (ANDERSEN; MENKISSOGLOU;
LINDOW, 1991; BEHLAU et al., 2013; BENDER et al., 1986; CAZORLA et al., 2002;
SUNDIN et al., 1989; SHECK; PSCHEIDT, 1998; ), Pantoea (BEHLAU et al., 2013;
NISCHWITZ et al., 2007), Erwinia (AL-DAOUDE; ARABI; AMMOUNCH, 2009;
BEHLAU et al., 2013) e Xanthomonas, tais como X. euvesicatoria Jones et al. (BEHLAU et
al., 2013; MARCO; STALL, 1983; STALL; LOSCHKE; JONES, 1986;), X. arboricola pv.
juglandis Vauterin et al. (BEHLAU et al.,, 2013; LEE et al., 1994), X. alfalfae subsp.
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citrumelonis (Riker and Jones) Gabriel et al. (SCHAAD et al., 2005; SCHAAD et al., 2006) e
X. citri subsp. citri (Hasse) Gabriel et al. (BEHLAU et al., 2013).

O primeiro relato do desenvolvimento de resisténcia de X. campestris pv. viticola a
chpricos e antibiéticos foi realizado na India por Chand, Singh e Singh (1994), ao avaliaram
a eficiéncia de oxicloreto de cobre, sulfato de estreptomicina, tetraciclina e bacterinol em
mudas com diferentes niveis de infec¢do bacteriana em viveiro num periodo de quatro anos.
No Brasil, inicialmente testes in vitro detectaram tolerancia de cinco isolados dessa bactéria
ao sulfato de cobre em niveis de até 300 pg/mL de fons de Cu®* (ARAUJO et al., 2003),
sugerindo a ocorréncia natural de tolerancia nas regies produtoras do Submédio do Vale do
Sdo Francisco, onde o uso de compostos clpricos € bastante frequente. Posteriormente,
Marques, Uesugi e Ferreira (2009) detectaram variabilidade na sensibilidade ao oxicloreto de
cobre e ao sulfato de cobre entre 21 isolados de X. campestris pv. viticola dessa mesma
regido, com concentragdo inibitéria minima variando de 10 e 60 pug/mL Cu?*, existindo uma
tendéncia para aumento da tolerancia ao cobre entre os isolados brasileiros ao longo do anos.
Alguns isolados demonstraram tolerancia ao cobre até a dosagem de 350 pg/mL Cu®".

Os genes associados a resisténcia ao cobre em bactérias fitopatogénicas estdo
localizados predominantemente em plasmideos (BEHLAU et al., 2012; BEHLAU et al.,
2013; BENDER et al., 1990; COOKSEY, 1987; COOKSEY, 1990; STALL; LOSCHKE;
JONES, 1986), o que facilita a sua circulacdo entre diferentes espécies bacterianas e
transferéncia para isolados sensiveis. Transferéncia horizontal de determinantes de resisténcia
ao cobre através da conjugacdo € o principal mecanismo para a aquisicdo de resisténcia de
cobre por bactérias (BEHLAU et al., 2012; BEHLAU et al., 2013; COOKSEY, 1990;
STALL; LOSCHKE; JONES, 1986; VOLOUDAKIS et al., 1993;). No entanto, pesquisas
indicam que genes de resisténcia ao cobre em algumas bactérias, tais como espécies de
Pseudomonas (BEHLAU et al., 2013; LIM; COOKSEY, 1993) e Xanthomonas (BASIM et
al., 2005; BEHLAU et al., 2013; LEE et al., 1994), pode também estar localizados no
cromossomo. E pouco provavel que as bactérias tenham adquirido resisténcia ao cobre por
meio de mutacdes espontaneas, porque esta resisténcia é regulada por varios genes, nestes
organismos (BEHLAU et al., 2013; COOKSEY, 1990;).

A resisténcia ao cobre conferida por plasmideos tem sido amplamente estudada nos
géneros Pseudomonas e Xanthomonas, mostrando que esses sistemas sdo relacionados e
altamente homélogos (VALOUDAKIS et al., 1993). Em isolados de espécies desses géneros

com resisténcia ao cobre foram descritos diversos operons, denominados copA, copB, copC,
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copD, copF, copG, copL e copM (BEHLAU et al.,, 2011; COOKSEY, 1990; SILVER,;
PHUNG, 1996; VALOUDAKIS et al., 2005;).

Em Pseudomonas sp. existem dois genes reguladores denominados de copR e copS e
outros quatro genes estruturais, copABCD. As proteinas copA e copC de P. syringae pv.
tomato (Okabe) Young, Dye & Wilkie estdo localizadas no espaco periplasmatico e copD e
copB na membrana externa (COOKSEY, 1990). Para evitar a toxidez do cobre acumulado em
suas células, o mecanismo alternativo aceito € que 0s ions sejam aproveitados em produtos
celulares. Andlises mostraram que as proteinas copA e copB sdo ricas em metionina e
histidina, aminoacidos que se ligam ao cobre. Além disso, essas proteinas estdo arranjadas em
hélice o que indica a ligacdo maltipla recobrindo os ions do metal (SILVER; PHUNG, 1996).
Carzola et al. (2002) verificaram que a maioria dos isolados de P. syringae Van Hall de
manga (Mangifera indica L.), em Portugal e Espanha, resistentes ao cobre, carregavam
plasmideos de 62 kb. Contudo, estes também estavam presentes em isolados sensiveis ao
cobre. Os autores demonstraram que esses plasmideos continham genes parcialmente
homablogos ao operon copABCD.

Em Xanthomonas, 0 mecanismo de resisténcia ao cobre e o papel do grupo de genes
copLAB continuam sem ser totalmente elucidados. Estudos indicam que o sequestro e
acumulacdo de cobre celular é o principal mecanismo de resisténcia ao cobre em
Xanthomonas spp., e que o gene copL regula a expressdo dos genes copA e copB, que
codificam para proteinas de ligacdo de cobre (BEHLAU et al., 2011; BEHLAU et al., 2013;
COOKSEY, 1987; VOLOUDAKIS et al., 2005).

Existe apenas um estudo de deteccdo de genes de resisténcia ao cobre com X.
campestris pv. viticola. Utilizando primers desenhados a partir de sequéncias do gene copA
de X. axonopodis pv. citri e X. campestris pv. campestris foi observada alta homologia entre
os produtos de amplificacdo de isolados de X. campestris pv. viticola com o0 gene copA,
confirmando a existéncia na espécie de genes de resisténcia a esses produtos. No entanto,
presente também em isolados sensiveis e tolerantes aos cupricos (MARQUES, 2007).

Para estimar a diversidade genética entre populacdes sensiveis ou ndo ao cobre, bem
como comparar com outras espécies, diversos indices podem ser utilizados. A diversidade
genética intrapopulacional pode ser mensurada através da analise de diversidade haplotipica e
nucleotidica, valor K, ou seja, niUmero de grupos genéticos, nimero de sitios polimorficos e
namero de transicOes e transversdes utilizando softwares adequados, tais como DnaSP v. 4.0
(ROZAS et al., 2003) e Arlequin v. 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). Anélises quanto ao

nivel de diferenciacdo genética séo feitas com base no indice de fixagdo Fst de forma pareada
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entre as populaces (EXCOFFIER; LISCHER 2010). O nimero médio de substitui¢cbes por
sitios entre as populacGes (Dxy), o numero total de substituicbes por sitios entre as
populacdes (Da), numero de polimorfismos compartilhados entre as popula¢es pareadas (Ss)
e o numero de diferencas fixadas entre as populacbes pareadas (Sf) também podem ser
determinados (ROZAS et al., 2003). As analises de estruturacdo genética se baseiam num
algoritmo de agrupamento bayesiano para estimar a probabilidade de um individuo pertencer
a um grupo (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000) e a rede de haplotipos gerada
verifica o nivel de compartilhamento e a frequéncia de distribuicdo dos hapldtipos entre as
populagdes (BANDELT; FORSTER; ROHL, 1999).

A auséncia de produtos registrados para o controle dessa bacteriose, vem resultando na
aplicacdo de bactericidas a base de cobre para 0 manejo desta doenca no Vale do Submédio
do Vale do S&o Francisco. Portanto, é importante conhecer o perfil de tolerancia ao cobre da
populacdo presente nos parreirais. Esta informacdo ajudard a prever melhor o risco de
desenvolvimento de resisténcia em X. campestris pv. viticola, compreender a origem de tais
genes de resisténcia e em que medida esses genes de resisténcia ao cobre estdo relacionados
filogeneticamente em diferentes espécies e patovares de Xanthomonas.

Estudos tém mostrado que isolados patogénicos que adquiriram resisténcia a um
agente quimico podem ter sua competitividade reduzida na auséncia do produto. Custo de
adaptabilidade em procariotas é principalmente estudado em bactérias da area médica e
ambiental e em relacdo a antibioticos, com alteragbes nas caracteristicas fenotipicas e
fisiologicas (ANDERSON, 2006; KANG; PARK, 2010). Poucas pesquisas tém sido
desenvolvidas com bactérias fitopatogénicas. Na auséncia de sulfato de cobre, isolados de X.
perforans resistentes foram menos agressivos a plantas de tomateiro do que os sensiveis,
indicando reducéo da adaptabilidade na auséncia do produto (ARAUJO et al., 2012).

E importante também determinar se a resisténcia ao cobre pode interferir na
adaptabilidade de X. campestris pv. viticola. VariacGes fenotipicas, potencial reprodutivo,
alteracdo na sensibilidade a temperatura, pH e concentracdo de sal, e agressividade ao
hospedeiro, sdo apenas alguns exemplos de componentes de adaptabilidade que podem ser

estudados em populacdes de bactérias.

6. Estrutura genética de populacdes
Estrutura genética refere-se a quantidade e distribuicdo da variagcdo genética nos
individuos, entre os individuos e entre popula¢fes. Essa variacdo € determinada pela historia

evolutiva dessa populagdo, resultante da interacdo de mutagcdo, migracdo, selecdo, deriva e
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recombinacdo (MCDONALD; LINDE, 2002). A evolucdo esta relacionada a mudangas no
alelo ou frequéncias genotipicas em populacbes, em escalas de tempo relativamente curtas
(MILGROOM, 2015).

Uma grande diversidade genética distribuida sobre uma pequena escala espacial indica
que uma répida adaptacdo de um patdgeno a mudancas ambientais pode ter ocorrido. Por
outro lado, um alto grau de similaridade genética entre populacfes coletadas de regides
geograficas afastadas sugere a ocorréncia de dispersdo a longa distancia e fluxo génico
(MCDONALD; ZHAN; BURDON, 1999).

Para avaliar a estrutura populacional de fitopatdgenos sdo utilizados marcadores
genéticos, a exemplo de rep-PCR (REP, ERIC E BOX-PCR) e Sequencias Simples
Repetitivas (SSR) (FRANCISCO, 2014; LEHNER, 2011; SANTIAGO, 2014). Esses
marcadores possibilitam inferir sobre a quantidade de variacdo genética entre individuos da
mesma populacdo, no tempo e no espaco; as relaces genéticas entre os individuos dentro e
entre linhagens; a localizagcdo da fonte de inoculo, a curta ou longa distancia; a dindmica das
populacdes de diferentes genotipos; e a origem do fitopatogeno (MILGROOM, 1997,
SCORTICHINI, 2005).

A analise por meio de PCR tem desempenhado importante papel nos estudos de
diversidade genética. Sequéncias repetitivas intergénicas, de consenso, dispersas no genoma
bacteriano, conhecidas como ERIC, REP e BOX, geram padrdes altamente caracteristicos
quando separados em gel de agarose (DE BRUIJN, 1992; VERSALOVIC et al., 1994). As
sequéncias REP consistem de regides do DNA com repeticdes invertidas de 35-40 pb e séo
encontradas em clusters, onde cOpias sucessivas sdo organizadas em orientacdo alternada. As
sequéncias ERIC tém o tamanho de 124-127 pares de bases. Tanto as sequéncias ERIC quanto
os elementos REP estdo localizados em regiGes ndo codificadoras, mas que provavelmente
sdo transcritas e possuem potencial para formar estruturas secundarias. As seqiiéncias BOX
assemelham-se mais a ERIC quanto ao tamanho, parecendo estar envolvidas na duplicacéo do
DNA. Os padrbes de amplificacdo sdo menos complexos que os obtidos com REP, mas
permitem uma boa discriminacdo em nivel de estirpe (OLIVE; BEAN, 1999). Estes
marcadores sdo usados para avaliar niveis de diversidade genética intra e interespecificas
(LEAL-BERTIOLI, 1998).

Estudos sobre estrutura genética de populagdes de X. campestris pv. viticola
inexistem, mas ja foram realizados com outras fitobactérias, a exemplo de X. oryzae pv.
oryzae (Ishiyama) (ADHIKARI et al., 1995), X. axonopodis pv. manihotis (Bondar) Vauterin
et al. (OGUNJOBI; FAGADE; DIXON, 2006), Xylela fastidiosa Wells et al. (FRANCISCO,
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2014), Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. (SANTIAGO, 2014) e X. campestris
pv. campestris (MELO, 2016). Esses estudos contribuem para uma melhor compreenséo da
diversidade da populacdo bacteriana existente em um determinado local, apoiando a adogéo
de novas tecnologias adequadas ao controle das doencas. Aplicacdes de bactericidas a base de
cobre sdo utilizadas com frequéncia no controle de doengas da videira no Submédio do Vale
do S&o Francisco. No Brasil, existem poucos estudos sobre a sensibilidade dos isolados de X.
campestris pv. viticola ao cobre, os quais foram realizados com poucos isolados (ARAUJO et
al., 2003; MARQUES; UESUGI; FERREIRA, 2009). Além disso, inexistem estudos sobre a
estrutura da populagéo presente nessa regido. Diante do exposto, essa tese teve por objetivos:
i) determinar a sensibilidade a cupricos de isolados de X. campestris pv. viticola oriundos do
Submédio do Vale do S&o Francisco, investigando os genes envolvidos na resisténcia e a
influéncia na adaptabilidade da bactéria, e ii) determinar a estrutura da populacdo de isolados
de X. campestris pv. viticola atraves de perfis genémicos de rep-PCR.
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CAPITULO II

Sensibilidade ao cobre e caracterizagcdo molecular de genes de

resisténcia em Xanthomonas campestris pv. viticola
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RESUMO: O cancro bacteriano ¢ uma doenca de grande importancia econémica para a
videira no Submédio do Vale do S&o Francisco, Brasil. Para tentar minimizar os danos
causados por esta doenca, foi estimada a sensibilidade ao cobre de isolados de Xanthomonas
campestris pv. viticola, obtidos dessa regido no periodo de 1998 a 2014, e realizadas
comparacdes de adaptabilidade dos isolados sensiveis e tolerantes ao cobre. Além disso,
analises foram realizadas em alguns destes isolados através dos genes copA e copB. De 70
isolados analisados, 23 isolados (33 %) foram classificados como tolerantes ao hidroxido de
cobre a 140 pg mL™ Cu?* e 21 isolados (30 %) ao oxicloreto de cobre a 70 ou 140 ug mL™
Cu?**. Os demais isolados foram considerados sensiveis. Portanto, dez isolados de cada
fendtipo tolerantes e sensiveis foram selecionados para os ensaios subsequentes. Quando
inoculados em mudas de videira pulverizadas com os cupricos, o periodo de incubacdo da
doenca foi reduzido em até quatro dias nos isolados tolerantes. Os genes copA e copB estavam
presentes nos dois fendtipos dos isolados, mas ndo estavam envolvidos na resisténcia ao
cobre. Os isolados tolerantes, na auséncia do cobre, ndo apresentaram reducdo de
adaptabilidade em relagdo a caracteristicas culturais, crescimento, tolerancia a diferentes
temperaturas, concentracdes de NaCl e niveis de pH, inducdo de hipersensibilidade e

producdo de biofilme. Esses resultados sugerem que a utilizagdo de cupricos no controle do
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cancro bacteriano da videira no Submédio do Vale do Sdo Francisco deve ser integrada a

outras medidas de controle, visando prevenir a prevaléncia de individuos tolerantes ao cobre.

Palavras-chave: Videira, cancro bacteriano, adaptabilidade, resisténcia ao cobre, diversidade

genética

ABSTRACT: Bacterial canker is a disease of great economic importance for the grapevine, in
the “Submédio” of the Sao Francisco Valley, Brazil. To minimize the damage caused by this
disease, copper sensitivity of Xanthomonas campestris pv. viticola, were obtained in this
region, from 1998 to 2014, and made adaptive comparisons of sensitive and copper tolerant
isolates. In addition, analyzes were performed on some of these isolates through the genes
copA and copBr. From 70 isolates analyzed, 23 isolates (33 %) were classified as tolerant to
copper hydroxide at 140 ug mL Cu®*, and 21 isolates (30 %) to 70 or 140 pg mL Cu®** copper
oxychloride. The remaining isolates were considered sensitive. Therefore, ten isolates of each
phenotype, tolerant and sensitive were selected for subsequent assays. When inoculated in
vine seedlings sprayed with the copper, the incubation period of the disease was reduced by
up to four days in the tolerant isolates. CopA and copB genes were present in both phenotypes
of the isolates, but were not involved in copper resistance. Tolerant isolates, in the absence of
copper, did not exhibit reduction of adaptability in relation to cultural characteristics, growth,
tolerance to different temperatures, NaCl concentrations, pH levels, and induction of
hypersensitivity and biofilm production. These results suggest that the use of copper in the
control of grapevine bacterial cancer in the “Submédio” region of the Sdo Francisco Valley
should be integrated with other control measures to prevent the prevalence of copper tolerant

individuals.

Keywords: Grapevine, bacterial canker, adaptability, copper resistance, genetic diversity
Introducéo

O cancro bacteriano, causado por Xanthomonas campestris pv. viticola (Nayudu) Dye,
é a principal doenca bacteriana da videira nas areas irrigadas do Submédio do Vale do Séo
Francisco, nos estados de Pernambuco e Bahia, Nordeste do Brasil. A doenca restringe a
produtividade das lavouras, limita a venda de uvas nos mercados interno e de exportagéo e a

comercializacdo de material propagativo.
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X. campestris pv. viticola é considerada uma praga quarentenaria presente (A2) no
Brasil (MAPA, 2013), com programa oficial de controle do cancro bacteriano estabelecido
pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento. Embora néo exista o registro de
produtos quimicos para o controle do cancro bacteriano no Brasil (Agrofit, 2014) fungicidas
cupricos sdo utilizados no tratamento preventivo através da pulverizacdo das plantas,
principalmente apds a poda.

O maior risco no uso continuo de cobre para controle de doengas bacterianas é a
selecdo de isolados resistentes, o que dificulta o controle (Sundin et al., 1989). Isolados
resistentes ao cobre foram identificados em varias espécies de Xanthomonas, como X.
euvesicatoria (Stall et al., 1986; Behlau et al., 2013), X. arboricola pv. juglandis (Lee et al.,
1994; Behlau et al., 2013), X. alfalfae subsp. citrumelonis e X. citri subsp. citri (Behlau et al.,
2013). Em X. campestris pv. viticola, o primeiro relato do desenvolvimento de resisténcia a
cupricos foi realizado na india, onde a doenca é endémica e a bactéria é nativa (Chand et al.,
1994). No Brasil, a toleréncia ao sulfato e oxicloreto de cobre foi detectada em diferentes
dosagens em isolados da bactéria oriundos do Submedio do Vale do So Francisco (Marques
et al., 2009).

Os genes associados a resisténcia ao cobre em bactérias fitopatogénicas estdo
localizados predominantemente nos plasmideos (Stall et al. 1986; Bender et al. 1990;
Cooksey, 1990; Behlau et al., 2012) e a resisténcia € regulada por varios genes (Cooksey,
1990). Estudos com espécies dos géneros Pseudomonas e Xanthomonas evidenciaram que
esses sistemas sao relacionados e altamente homdélogos (Valoudakis et al., 1993) tendo sido
descritos os operons copA, copB, copC, copD, copF, copG, copL e copM (Cooksey, 1990;
Silver and Phung, 1996; Valoudakis et al., 2005; Behlau et al., 2011). Acredita-se que o
sequestro e acumulacdo de cobre celular é o principal mecanismo de resisténcia ao cobre em
Xanthomonas spp., e que 0 gene copL regula a expressdao dos genes copA e copB, que
codificam para proteinas de ligacdo de cobre (Cooksey, 1987; Voloudakis et al., 2005; Behlau
et al., 2011; Behlau et al., 2013).

Outro aspecto importante a ser considerado na resisténcia de fitopatdgenos a produtos
quimicos é a adaptabilidade das populacbes resistentes. Em fungos, por exemplo, a
adaptabilidade, de um pat6geno em se desenvolver, reproduzir, sobreviver e causar doenca, €
um aspecto a ser investigado na resisténcia a fungicidas (Ma and Michailides, 2005). Em
relacdo a bactérias resistentes a cupricos, estudos de adaptabilidade sdo escassos (Araujo et
al., 2012). Dentre outros aspectos, variacdes fenotipicas, potencial reprodutivo, alteracdo na

sensibilidade a temperatura, pH e concentragdo de sal, e agressividade ao hospedeiro, podem
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ser utilizados para investigar a adaptabilidade de isolados de X. campestris pv. viticola
tolerantes ao cobre.

AplicacOes de bactericidas a base de cobre sdo utilizadas para o controle do cancro
bacteriano da videira no Submédio do Vale do S&o Francisco, e existem poucos estudos no
Brasil sobre a sensibilidade dos isolados de X. campestris pv. viticola ao cobre, os quais
foram realizados com poucos isolados (Marques et al., 2009). Esse conhecimento é
importante para eficacia das praticas de controle baseadas no uso de cobre. Portanto, esse
estudo teve como objetivos (i) caracterizar a sensibilidade de 70 isolados de X. campestris pv.
viticola a hidroxido e oxicloreto de cobre, (ii) investigar o envolvimento dos genes copA e
copB na resisténcia da bactéria ao cobre e estabelecer a relagdo com diferentes espécies de
Xanthomonas, e (iii) determinar se a resisténcia ao cobre interfere em componentes de

adaptabilidade do patogeno.

Material e Métodos

Isolados bacterianos

Setenta isolados de X. campestris pv. viticola, obtidos de videiras infectadas coletados
entre os anos de 1998 (ano de introducdo da doenca) a 2014 na regido do Submédio do Vale
do Sdo Francisco, foram usados para avaliar a sensibilidade ao hidroxido (Cu(OH),) e
oxicloreto de cobre (Cu,CI(OH)3). Os isolados pertencem a Colecdo de Culturas Rosa
Mariano do Laboratorio de Fitobacteriologia da UFRPE e foram identificados com os primers
Xcv1F/Xcv3R por Gama (2014). Para fins comparativos, foi utilizado o isolado indiano
NCPPB 2475= IBSBF 1967, patotipo de X. campestris pv. viticola, obtido na Colecdo de

Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico de Sdo Paulo.

Sensibilidade ao cobre in vitro

Foram testados como fontes de ions de cobre solug¢6es de hidroxido de cobre (Kocide,
35 % P.A., DuPontry, Barueri, SP, Brasil) e o oxicloreto de cobre (Cuprogarb, 35 % P.A.,
Oxiquimica®, Jaboticabal, SP, Brasil). Esses produtos foram selecionados pelo fato de serem
utilizados pelos produtores no Submédio do Vale do Sdo Francisco no controle de doencas em
videiras. Os produtos foram adicionados ao meio minimo para complexar o cobre (MMCC)
(Pohronezny et al., 1992), nas concentragdes finais de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 140, 210,
280, 350 e 420 ug mL™ Cu®*. As bactérias foram cultivadas em meio &gar nutritivo-dextrose-

levedura (NYDA) (Pusey and Wilson, 1984) e apds 36 h as suspensdes bacterianas foram
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preparadas em agua destilada esterilizada (ADE) e ajustadas a concentracdo de 10° UFC mL?,
usando o espectrofotdmetro 500 M (Analyser, S&o Paulo, SP, Brasil). Uma aliquota de 5 pL
destas suspensfes foi adicionada ao meio MMCC, em cinco pontos equidistantes,
representando o nimero de repetices por isolado. As placas foram mantidas a 28 °C e ap0s
72 h verificou-se a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano confluente, equivalente ao
crescimento no meio MMCC sem cobre das placas controle. O experimento foi repetido uma
vez. Os isolados foram classificados como sensiveis e tolerantes ao cobre e isolados
representativos desses fendtipos foram selecionados para 0s ensaios subsequentes.

Sensibilidade ao cobre in vivo

Mudas de videira cv. Red Globe tratadas com produtos na concentragédo utilizada por
produtores no Submédio do Vale do Sao Francisco. Plantulas com aproximadamente 100 dias
de idade da cv. Red Globe tiveram as folhas pulverizadas até o escorrimento, em ambas as
superficies, com 3 g hidréxido de cobre L™ de 4gua ou 3 g oxicloreto de cobre L™ de agua.
Apo6s 24 h, as folhas foram inoculadas com a bactéria utilizando o método de fricgdo com
gaze. Uma almofada formada por uma camada dupla de gaze seca foi levemente friccionada
na parte adaxial da folha, que em seguida foi pulverizada com suspensdo bacteriana a 10°
UFC mL™ até o escorrimento. Folhas ndo tratadas com os clpricos constitufram o controle
negativo. O delineamento experimental para cada produto em separado, foi inteiramente
casualizado com trés repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por uma folha. Apds as
inoculagdes, as mudas foram mantidas em casa de vegetacdo e avaliadas diariamente durante
40 dias para determinacdo do Periodo de Incubacdo, que corresponde ao tempo (dias) entre a
inoculacdo e o surgimento dos primeiros sintomas, e incidéncia da doenca, a qual consiste na
porcentagem de folhas inoculadas que apresentaram sintoma de cancro bacteriano aos 40 dias
apos as inoculacBes. As diferencas entre os isolados de X. campestris pv. viticola sensiveis e
tolerantes ao cobre foram determinados pelo teste t-Student (P<0,05). As analises estatisticas
foram realizadas com o programa Statistix v. 9.0 (Analytical Software, Tallahassee, FL,
USA).

Analise dos genes copA e copB em isolados sensiveis e tolerantes ao cobre
Extracéo de DNA

A extracdo de DNA dos isolados foi realizada utilizando-se o Kit MiniPrep (Axygen

Biosciences, Union City, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante. A qualidade da
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extracdo foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1 % preparado em
tampdo TBE 0,5X (5,4 g de Tris-base; 2,75 g de acido borico e 0,375 g de EDTA, para 1000
ml) por 1,5 h a 80 V. As amostras foram diluidas a uma concentragdo final de 10 ng pL™
DNA e armazenadas a -20 °C.

Amplificacédo e sequenciamento de DNA
Para amplificacdo dos genes copA e copB foram utilizados os primers copAF (5’

CCTCCATGGCACGGACACTTCCATC 3%) e COpAR (5
CCAGACATATCCATCGACCCATGATCCA 3%) e copBF 5
CTCAGGATCACTCTGCACATCA 3%) e copBR (5

GCACGTAGCTCTTAATCGAGTTGTC 3’), respectivamente, desenhados a partir da
sequéncia de nucleotideos de genes de resisténcia ao cobre de X. citri subsp. citri (Behlau et
al., 2012) e sintetizados pela Sigma-Aldrich (S8o Paulo, Brasil). Os primers foram
selecionados devido a presencga de genes homologos de resisténcia ao cobre no cromossomo
de X. citri subsp. citri e outras Xanhomonas spp. (Potinis et al., 2011; Behlau et al., 2012).

A PCR foi realizada em termociclador modelo PTC-100 (MJ Research, Estados
Unidos). As reagdes de PCR foram compostas por 12,5 uL de PCR 1X Master Mix (0,05 U/ul
de Tag DNA polimerase, tampdo de reacdo, 4 mM de MgCl2, 0,4 mM de cada dNTP), 0,25
uM de cada primer e 100 ng de DNA, para um volume final de 25 pl. As condi¢des da PCR
consistiram de desnaturacdo inicial a 95 °C/5min, 30 ciclos de 95 °C/45s, 60 °C/30s e 72
°C/1min para desnaturacdo, anelamento e extensdo, respectivamente, e 72 °C/10min para
extensdo final para os primers copAF/copAR. Para os primers copBF/copBR foram utilizadas
temperatura de 95°C/5min, 30 ciclos de 95° C/30s, 60 °C/30s e 72 °C/40s e 72 °C/10min. As
amostras foram coradas com SYBR® Safe DNA Gel Stain (10X) ¢ 3 pl de cada amostra foi
submetida a eletroforese em gel de agarose a 1,0 % por 40 min. O marcador GeneRuler 100
pb DNA Ladder (Fermentas Life Sciences, Burlington, Canada) foi utilizado para determinar
o tamanho dos fragmentos amplificados.

A purificacdo dos produtos de PCR foi realizada com auxilio do Kit Clean-up
(Axygen Biosciences, Union City, USA) e o sequenciamento das fitas foward e reverse foi

realizado pela Macrogen® (Seul, Coréia do Sul).

Anélise de dados moleculares
As analises de qualidade das sequéncias de nucleotideos e a montagem dos contigs

foram realizadas utilizando o software Staden Package (Staden et al., 1998), utilizando um
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valor de PHRED 30, como pardmetro de confiabilidade. O alinhamento das maultiplas
sequéncias de nucleotideos foi realizado utilizando o software Clustal W, implementado na
suite do MEGA v.5 (Tamura et al., 2011), e ajustado manualmente quando necessario.

Diversidade genética e divergéncia intra e inter populacional

Os indices de diversidade genética de isolados tolerantes e sensiveis ao cobre foram
calculados utilizando-se as sequéncias dos genes copA e copB dos 20 isolados de X.
campestris pv. viticola sequenciados neste estudo. As sequéncias de seis isolados de X.
alfalfae subsp. citrumeloni, cinco isolados de X. citri subsp. citri, seis isolados X. vesicatoria,
15 isolados de X. euvesicatoria, trés isolados de X. arboricola foram obtidas no GenBank e
utilizadas para estabelecer a relagdo com X. campestris pv. viticola.

A diversidade genética foi mensurada através da diversidade haplotipica e
nucleotidica, nimero de sitios polimérficos e niumero de haplotipos utilizando o software
DnaSP v. 4.0 (Rozas et al., 2003).

Anélises do nivel de diferenciacdo genética foram realizadas com base no indice de
fixacdo Fy de forma pareada entre as populacGes sensiveis e tolerantes ao cobre usando o
software Arlequin v. 3.5 (Excoffier and Lischer, 2010).

O namero médio de substituicdes por sitios entre as populagdes (Dxy), numero total de
substituicdes por sitios entre as populagdes (Da), nimero de polimorfismos compartilhados
entre as populacdes pareadas (Ss) e numero de diferencas fixadas entre as populacdes
pareadas (Sf) foram calculados no software DnaSP v. 4.0 (Rozas et al., 2003).

A rede de haplotipos foi gerada através do software NETWORK v. 4.6 (www.fluxus-
engineering.com) utilizando o método Median-joining (Bandelt et al., 1999) para verificar o

nivel de compartilhamento e a frequéncia de distribuicdo dos haplétipos entre as populacdes.

Componentes de adaptabilidade de isolados sensiveis e tolerantes ao cobre

Os seguintes componentes de adaptabilidade foram determinados para os isolados X.
campestris pv. viticola sensiveis e tolerantes ao cobre: caracteristicas fenotipicas das col6nias,
crescimento em meio liquido, alteracdo na sensibilidade a temperatura, pH e concentracdo de
sal, reacdo de hipersensiilidade e producdo de biofilme.

Os isolados foram cultivados em meio NYDA e incubados por 48 h, sendo analisada a
variagdo fenotipica das colbnias quanto a cor, forma, borda, superficie e aspecto. Foi também
determinado o crescimento em meio liquido NYD (sem &gar), avaliado apds 24 h através da

densidade otica (DO) em espectrofotometro a 600nm.
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Para determinar a adaptabilidade dos isolados a variacdo de temperatura, pH e
concentracdes de NaCl, foi avaliado o crescimento bacteriano em meio liquido NYD contido
em tubos de ensaio, incubados em B.O.D. (Biochemistry Oxigen Demand, Piracicaba, SP,
Brasil) nas temperaturas de 20, 25, 30, 35 e 40 °C; em niveis de pH ajustados para 5,0; 5,5;
6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 € 9,0; e no meio suplementado com NaCl nas concentracdes de 1, 2,
3,4,5,6,7, 8e9 %. Aliquotas de 0,5 mL das suspensdes bacterianas (10° UFC mL™) foram
depositadas em tubos de ensaio contendo 4,5 mL dos meios. No estudo do efeito dos niveis de
pH e concentracdes de NaCl, os tubos foram incubados a 29 °C. O delineamento experimental
em cada ensaio foi inteiramente casualizado com trés repeticdes, sendo cada repeticdo
constituida por um tubo de ensaio. Apds 48 h de incubagdo, o crescimento bacteriano foi
avaliado pela leitura da DO em espectrofotdometro a 570 nm.

A reacdo de hipersensibilidade foi determinada em folhas de fumo (cv. Rape Folhice)
e tomateiro (cv. Santa Cruz), segundo metodologia de Schaad et al. (2001). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com dez repeti¢des por isolado, sendo a unidade
experimental constituida por um ponto de inoculagéo.

Placas de microtitulagdo de 96 pocos (Costar 3599 Corning Inc., Amsterdam, USA)
foram utilizadas para avaliar a producdo de biofilme de acordo com protocolo adaptado de
Trentin et al. (2011). Em cada poco foi colocado 140 uL de meio liquido NYD, 20 pL de 4gua
Milli-Q e 40 pL da suspensdo bacteriana (102 UFC mL™). Como controle negativo foi
utilizado apenas o meio de cultura. Apos 36 h de incubacdo (28+2° C) o conteudo das placas
foi removido e lavado trés vezes com 200 puL de NaCl a 0,9 %. As placas foram incubadas
em estufa a 60 °C por 1 h. Em seguida, foi adicionado 200 pL de cristal violeta a 0,4 % em
cada poco. ApoOs 15 min a temperatura ambiente, as placas foram lavadas com ADE. O
biofilme foi solubilizado em 200 pL de etanol (99,5%) durante 10 minutos, com a tampa
fechada para evitar a evaporacdo, e a DO foi medida a 570 nm (Spectramax M2 multimodo
Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, USA).

Os isolados de X. campestris pv. viticola foram classificados pela sua habilidade para
produzir biofilme de acordo com Stepanovi¢ et al. (2000). Nessa classificacdo, a DO do
controle negativo (DOc) é usada como parametro para classificar a DO do isolado (DOi) em
diferentes niveis de producédo de biofilme. Portanto, a classificacdo segue a regra: DOi < DOc
= ndo produtor de biofilme; DOc < DOi < 2 x DOc = fraco produtor de biofilme; 2 x DOc <
DOi < 4 x DOc = moderado produtor de biofilme; 4 x DOc < DOi = forte produtor de

biofilme. Os resultados foram calculados utilizando oito réplicas bioldgicas.
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Para as variaveis temperatura, pH, concentracdo de NaCl e producdo de biofilme, as
diferencas entre os isolados de X. campestris pv. viticola sensiveis e tolerantes ao cobre foram
determinados pelo teste t-Student (P<0,05). As analises estatisticas foram realizadas com o
programa Statistix v. 9.0.

Resultados

Sensibilidade ao cobre in vitro

Diferencas foram observadas na resposta de sensibilidade de 70 isolados de X.
campestris pv. viticola ao cobre A maior sensibilidade dos isolados aos produtos hidréxido e
oxicloreto de cobre ocorreu, respectivamente, nas concentracdes de 70 ug mL Cu®* (61 % dos
isolados) e 60 pg mL™ Cu®* (41 % dos isolados). Os isolados foram mais sensiveis ao
oxicloreto de cobre, com 27 % n3o crescendo na mais baixa concentragao testada (10 pg mL™
Cu?). O isolado tipo (NCPPB 2475) foi 0 Unico sensivel a 10 pg mL™ Cu?* dos dois
produtos. Todos os isolados foram sensiveis as concentragdes de cobre superiores a 140 g
mL™ Cu®*. Os isolados foram separados em dois grupos de reagdo fenotipica ao cobre, como
sensiveis e tolerantes. Foram classificados como tolerantes ao hidroxido de cobre os 23
isolados (33 %) que tiveram o crescimento inibido apenas na concentracdo de 140 pug mL™
Cu?*. Ja com relagdo ao oxicloreto de cobre, os tolerantes foram os 21 isolados (30 %) que
foram inibidos apenas nas concentracdes de 70 ou 140 ug mL™ Cu®*. Ndo foi observada
correlacdo entre ano de coleta do isolado com a tolerancia ao cobre. Dentre os 70 isolados
estudados, foram selecionados dez isolados de cada fendtipo tolerante e sensivel ao cobre para

0s ensaios subsequentes (Tabela 1).

Sensibilidade ao cobre in vivo
A eficécia dos cupricos em interferir nos componentes epidemiolégicos do cancro

bacteriano da videira variou de acordo com o nivel de sensibilidade dos isolados de X.
campestris pv. viticola. Todos os isolados causaram sintomas do cancro bacteriano nas folhas
de plantas de videira previamente pulverizadas com cobre, com incidéncia de 100 %. No
entanto, diferengas (P<0,05) foram observadas no periodo de incubacdo da doenga entre os
isolados sensiveis e tolerantes, com valores médios respectivamente de 10,7 e 6,3 dias para

hidroxido de cobre e de 10,3 e 7 dias para oxicloreto de cobre.

Analise dos genes copA e copB em isolados sensiveis e tolerantes ao cobre
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Foram amplificados fragmentos de 870 pb e 531 pb, dos genes copA e copB,
respectivamente, a partir do DNA dos isolados de X. campestris pv. viticola. A amplificacdo
dos fragmentos por PCR revelou que os genes copA e copB estavam presentes em isolados
sensiveis e resistentes.

O alinhamento das sequéncias pertencentes aos genes copA e copB revelaram alta
similaridade para os isolados de X. campestris pv. viticola sensiveis e tolerantes ao cobre,
indicando assim uma auséncia de diferenca entre os dois fenétipos quando comparados.

Os resultados obtidos através da andlise de divergéncia genética indicaram alta
similaridade entre os isolados sensiveis e tolerantes para os genes copA e copB. Os valores do
indice de fixacéo haplotipica (Fs), Dxy e Da ndo foram significativos (Tabela 2).

Os valores obtidos nas analises de diversidade genética para 0 gene copA permitiram
observar que os isolados pertencentes ao grupo dos sensiveis ao cobre apresentaram um valor
superior de diversidade nucleotidica e haplotipica quando comparados aos individuos das
populacdes tolerantes (Tabela 3). Constatou-se a existéncia de cinco combinagfes de alelos
que se segregaram conjuntamente, distribuidos entre os isolados sensiveis e tolerantes, com
uma diferenciacdo significativa no numero de haplétipos (Tabela 3, Figura 1A). Por
intermédio da rede de haplotipos foi possivel constatar que o haplétipo H1 foi o mais
frequente, sendo este compartilhado por seis isolados sensiveis e nove tolerantes (Figura 1A).

Os valores obtidos de diversidade nucleotidica e haplotipica para o gene copB
permitiu observar que nao houve diferenca entre os isolados de X. campestris pv. viticola
sensiveis e tolerantes ao cobre (Tabela 3). Através da rede de hapldtipos foi possivel constatar
que o haplotipo H1 foi o mais compartilhado entre os isolados, sendo este composto por seis
isolados sensiveis e nove tolerantes ao cobre (Figura 1B).

A partir das 19 sequéncias do gene copA obtidas através dos isolados de X. campestris
pv. viticola do Submédio do Vale do S&o Francisco foi realizada a comparacéo das variaveis
de diversidade genética desta espécie com outras espécies do género Xanthomonas coletadas
no GenBank (X. alfalfae subsp. citrumelonis, X. citri subsp. citri, X. vesicatoria, X.
euvesicatoria e X. arboricola pv. juglandis). As andlises de diversidade genética identificaram
uma baixa diversidade nucleotidica e haplotipica de X. campestris pv. viticola em relacdo as
outras espécies, com uma pequena variacdo no numero de hapldtipos entre elas (Tabela 4). Na
rede de haplétipos constatou-se a existéncia de 15 haplotipos, distribuidos entre as espécies de
género Xanthomonas (Figura 2). O maior nimero de haplétipos foi encontrado em X.

euvesicatoria e X. campestris pv. viticola com seis e cinco haplétipos, respectivamente. Os
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haplotipos mais frequentes foram o H1, compartilhado apenas por 15 isolados de X.
campestris pv. viticola, e 0 H7, contendo representantes das demais espécies.

Na analise comparativa de X. campestris pv. viticola com as outras espéecies de
Xanthomonas, observou-se auséncia de sitios polimorficos entre as espécies X. alfalfae subsp.
citrumelonis, X. citri subsp. citri e X. arboricola pv. juglandis (Tabela 5). O indice de fixacao
haplotipica (Fs) foi baixo para a maior parte das espécies analisadas. Os valores de Dxy e Da
foram ndo significativos, e 0 nimero de sitios compartilhados (Ss) entre algumas das espécies
analisadas foi considerado elevado.

Componentes de adaptabilidade de isolados sensiveis e tolerantes ao cobre

Sete componentes de adaptabilidade foram mensurados para 20 isolados de X.
campestris pv. viticola dos dois fendtipos de reacdo ao cobre. No estudo de caracteristicas
morfologicas em meio NYDA, variagdes foram observadas na colbnia, com coloracéo
esbranquicada ou creme e bordos lisos ou rugosos. No entanto, essas diferencas foram
encontradas tanto nos isolados sensiveis quanto nos tolerantes, que também apresentaram
similaridade no crescimento em meio liquido.

Diferencas (P<0,05) foram observadas entre os isolados sensiveis e tolerantes ao cobre
em relacdo a temperatura, pH e concentracdo de NaCl (Figura 3). Os isolados tolerantes
apresentaram melhor adaptabilidade em todas as temperaturas testadas (20, 25, 30, 35 e 40
°C) (Figura 3A), aos niveis de pH de 6,0 a 7,5 (Figura 3B) e concentracdes de NaCl de 2 a 5
% (Figura 3C).

N&o houve diferenca entre os isolados sensiveis e tolerantes na inducdo de reacdo de
hipersensibilidade em plantas de tomateiro, 24 h apds a realizacdo do teste. Em plantas de
fumo o teste foi negativo.

Todos os isolados de X. campestris pv. viticola também produziram biofilme no meio
NYD, sendo classificados em fraco, moderado e forte, porém sem diferenca (P<0,05) entre

isolados sensiveis e tolerantes.

Discussao

Este é o primeiro estudo sobre sensibilidade de um grande nimero de isolados de X.
campestris pv. viticola oriundos do Submédio do Vale do Sdo Francisco ao cobre, uma vez

que o estudo realizado previamente utilizou apenas 21 isolados (Marques et al., 2009). Até o
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momento, também pouco se sabe sobre o papel dos genes copA e copB na resisténcia ao cobre
e sobre o efeito da toleréncia ao cobre nos componentes de adaptabilidade desta espécie de
bactéria.

Os produtos hidroxido e oxicloreto de cobre ndo sdo registrados para controle do
cancro bacteriano em videira, porém, tém registro destes produtos para o controle de doencas
fungicas como mildio, antracnose, podriddo da uva madura, mancha foliar e podriddo amarga
(Agrofit, 2014), por este motivo, sdo também utilizados para 0 manejo desta doenca em
campo ao longo dos anos como medida de protecdo de parreirais do Vale do Submédio Sao
Francisco. O cobre atua na protecdo do tecido vegetal contra infeccdo por bactérias e na
reducdo da populacdo bacteriana na superficie foliar. Sdo necessarias varias aplicacbes de
cupricos para alcancar controle adequado de fitobacterioses, e 0 uso prolongado desses
produtos pode levar ao surgimento de isolados resistentes ao cobre.

Houve variagédo na sensibilidade ao cobre em isolados brasileiros de X. campestris pv.
viticola. Testes de sensibilidade in vitro revelaram que a maioria dos isolados foi sensivel ao
hidréxido e ao oxicloreto de cobre nas concentracdes de 10 a 70 ug mL™ Cu?*, principalmente
ao segundo produto, com 27 % ndo crescendo na menor concentracio testada (10 pg mL™
Cu?). No entanto, foi detectada uma presenca expressiva de isolados tolerantes,
principalmente ao hidréxido de cobre na concentracdo de 70 pug mL™* Cu®* (33 % dos
isolados). Estudo prévio realizado com 21 isolados de X. campestris pv. viticola do Submédio
do Vale do S&o Francisco evidenciou variacdo na sensibilidade dos isolados ao sulfato e
hidréxido de cobre em concentragdo minima inibitéria variando entre 10 e 60 ug mL™ Cu®*
(Marques et al., 2009). Na ocasido foi observada uma tendéncia de aumento na tolerancia ao
cobre ao longo dos anos 1998 a 2006, que nao foi evidenciada no presente estudo. No entanto,
a divergéncia entre as duas pesquisas pode ser explicada pela diferenca da origem dos
isolados, os quais foram de areas distintas e oriundos de parreirais com diferentes épocas de
implantacéo e emprego de diferentes doses e frequéncias de aplicacdes de cupricos.

O aumento na tolerancia ao cobre com o tempo tem sido observado em outras
fitobactérias de importancia agricola do género Xanthomonas, como X. euvesicatoria (Marco
et al., 1983; Stall et al., 1986; Behlau et al., 2013), X. arboricola pv. juglandis (Lee et al.,
1994; Behlau et al., 2013), X. alfalfae subsp. citrumelonis (Schaad et al., 2005; Schaad et al.,
2006), X. citri subsp. citri (Behlau et al., 2013) e X. campestris pv. campestris (Lugo et al.,
2013).

A alta sensibilidade do patétipo de X. campestris pv. viticola (NCPPB 2475) ao cobre

também havia sido observada por Marques et al. (2009), e portanto, ja era esperada. Esse
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isolado foi coletado em 1972 na India, sendo possivel que naquela época ainda ndo fossem
utilizados compostos cupricos para o controle do cancro bacteriano da videira. No entanto, a
deteccdo de isolados de X. campestris pv. viticola de 1998 tolerantes ao cobre, mesmo ano em
que a doenca foi detectada no Brasil, pode ser explicada pelo fato do cancro bacteriano ter
sido introduzido no pais a partir de material propagativo trazido da India (Trindade et al.,
2005), onde isolados resistentes ao cobre ja haviam sido entdo relatados (Chand et al. 1994).

O teste de sensibilidade in vivo ao cobre explorou a relevancia da presenga no campo
de isolados com diferentes niveis de sensibilidade e a eficicia de hidroxido e oxicloreto de
cobre em controlar o cancro bacteriano em dosagem comercial dos produtos. Os resultados
revelaram a baixa eficacia dos produtos sobre os isolados tolerantes, que tiveram o periodo de
incubacdo, um dos principais componentes epidemiol6gicos da doenca, reduzido em média de
4 e 3 dias, para hidroxido e oxicloreto de cobre, respectivamente, em relacdo aos isolados
sensiveis. Isso tem uma implicacéo pratica, uma vez que a eficiéncia da aplicacéo de cupricos
no controle da doenga deverd diminuir em fungdo da existéncia de isolados tolerantes nas
areas agricolas, e estas populacdes deverdo aumentar com a transferéncia horizontal de genes
de resisténcia pela conjugacao genetica, dificultando cada vez mais 0 manejo da doenca.

O cobre ¢ essencial para varias enzimas envolvidas na respiragdo, mas acima de certa
concentracdo tem a habilidade de gerar radicais livres capazes de danificar o DNA e
membranas lipidicas, sendo toxico as celulas. Para evitar danos, o seu nivel intracelular deve
ser controlado, e para isso, as bactérias desenvolveram sistemas para se protegerem da
concentracdo excessiva de cobre (Voloudakis et al., 2005). Para sobreviver em um ambiente
com alta concentragdo desse metal a bactéria pode ativar mecanismos reguladores
relacionados a aquisicdo de genes de resisténcia. Os genes associados a resisténcia ao cobre
em bactérias fitopatogénicas estdo localizados principalmente em plasmideos, o que facilita a
sua circulacdo entre diferentes espécies bacterianas e transferéncia para isolados sensiveis
através do processo de conjugacao (Voloudakis et al., 1993; Behlau et al., 2012; Behlau et al.,
2013).

Os resultados da reacdo de PCR comprovaram que 0S genes cOpA e copB estdo
expandidos e estabelecidos na populacdo de X. campestris pv. viticola sensivel e tolerante ao
cobre, uma vez que foi possivel obter amplificacdo positiva com os primers copAF/CopAR e
copBF/copBR, inclusive para o isolado que foi sensivel a 10 pg mL™ Cu®*, a mais baixa
concentracdo de cobre testada. N&o foi verificada a ocorréncia de mutacdo especifica nos
genes copA e copB para resisténcia ou suscetibilidade que explicasse o comportamento da

populacdo estudada em relacdo ao cobre. Marques (2007) também havia detectado a
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ocorréncia do gene copA em isolados de X. campestris pv. viticola sensiveis e tolerantes ao
cobre, sendo sugerido que o gene estava amplamente difundido nesse patovar, o que também
foi confirmado nesse estudo em relagdo ao gene copB, até entdo inexplorado para essa
bactéria. Da mesma forma, tanto isolados sensiveis quanto tolerantes ao cobre em P. syringae
de manga carregavam plasmideos homdlogos ao copABCD (Cazorla et al., 2002). Esses
resultados evidenciam que 0s genes estudados ndo séo expressos na resisténcia ao cobre em X.
campestris pv. viticola, embora estejam envolvidos nos mecanismos de resisténcia a X. citri
subsp. citri em citrus (Behlau et al., 2011).

As analises revelaram que existe alto grau de similaridade genética entre isolados de
X. campestris pv. viticola sensiveis e tolerantes ao cobre em relagdo a cada um dos genes
CopA e copB, cujos indices refletem o baixo nivel de divergéncia genética existente entre 0s
isolados. Na andlise da sequéncia do gene copA, a maior parte dos hapldtipos (4 haplotipos)
foi observada nos isolados sensiveis, demonstrando assim o maior nivel de diferenciacéo
genética deste grupo. Por outro lado, os valores de diversidade genética observados para o
gene copB nédo foram significativos para os isolados de X. campestris pv. viticola. Contudo, os
dois genes mostraram-se pouco diversos na rede de haplotipos, indicando uma baixa
diversidade genética entre os isolados desta localidade.

O gene copA é o gene de resisténcia ao cobre mais conservado entre espécies do
género Xanthomonas (Behlau et al., 2013). Por isso, este gene foi escolhido para avaliar a
relacdo de X. campestris pv. viticola com outras espécies do género. Apesar disto, 0 gene nao
se mostrou eficiente na distincdo das relacbes filogenéticas das espécies avaliadas neste
estudo, sugerindo que este marcador molecular ndo é capaz de distinguir espécies
pertencentes a este género. Em estudo realizado anteriormente, foi observado uma maior
distancia genética entre X. campestris pv. viticola quando comparadas com X. oryzae pv.
oryzae e X. campestris pv. campestris e maior proximidade com X. citri subsp. citri (Marques,
2007). Segundo esse autor, este fato pode ser um indicativo de maior afinidade de X.
campestris pv. viticola com a espécie X. citri do que com X. campestris, o que foi observado
na presente pesquisa também em relacdo a X. citri subsp. citri, além de elevada similaridade
genética compartilhada com X. alfalfae subsp. citrumelonis e X. arboricola pv. juglandis.

Baseado em analises realizadas com o0s genes copA e copB, diversos estudos
mostraram a relacdo filogenética entre isolados de Xanthomonas spp., a exemplo de X.
alfalfae subsp. citrumelonis e X. axonopodis pv. vesicatoria, com semelhangas superiores a 92
% (Voloudakis et al., 2005; Behlau et al., 2011). Apesar da baixa diversidade genética, a rede

de hapl6tipos mostrou que os isolados de X. campestris pv. viticola ndo compartilham
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haplétipos com as outras espécies. A alta similaridade dos genes entre as espécies indica que a
resisténcia ao cobre em Xanthomonas tem uma origem comum, e a pequena diferenga na
sequéncia de nucleotideos dentro dos grupos de isolados sugere que os genes de resisténcia ao
cobre tém sido independentemente trocados entre espécies de Xanthomonas ao redor do
mundo (Behlau et al., 2013).

Isolados com resisténcia ao cobre possivelmente foram introduzidos no Brasil, no
Submétido do vale do S&o Francisco, através de material propagativo infectado trazido da
india, e a transferéncia horizontal de genes por conjugacio é provavelmente o mecanismo
pelo qual os genes de resisténcia ao cobre estdo sendo adquiridos em individuos de X.
campestris pv. viticola em decorréncia da pressdo da aplicacdo de cobre nos campos, como
demonstrado em outras Xanthomonas (Stall et al., 1986; Bender et al.; 1990; Cooksey, 1990;
Behlau et al., 2012).

Embora a ocorréncia de resisténcia ao cobre tenha sido anteriormente relatada em
isolados de X. campestris pv. viticola (Chand et al., 1994; Marques et al., 2009) o custo
biologico da resisténcia ao cobre ndo foi investigado. Informacgdes sobre os componentes de
adaptabilidade de bactérias sensiveis e tolerantes ao cobre podem ser Uteis para evitar o
desenvolvimento da resisténcia e aperfeicoar as estratégias de manejo da doenca. Alguns
estudos tém mostrado que isolados patogénicos que adquiriram resisténcia a um agente
quimico podem ter sua competitividade reduzida na auséncia do produto. O custo de
adaptabilidade em procariotas é principalmente estudado em bactérias da area médica e
ambiental e em relacdo a antibidticos, com alteracbes nas caracteristicas fenotipicas e
fisiologicas (Anderson, 2006; Kang and Park, 2010) e poucas pesquisas tém sido
desenvolvidas com bactérias fitopatogénicas. Na auséncia de sulfato de cobre, isolados de X.
perforans resistentes foram menos agressivos a plantas de tomateiro do que 0s sensiveis,
indicando reducdo de adaptabilidade na auséncia do produto (Araujo et al., 2012). Este fato
ndo foi constatado para X. campestris pv. viticola, e ja havia sido demonstrado para isolados
de Oomycetes patogénicos a plantas que adquiriam resisténcia a um agente quimico e podem
ndo sofrer reducdo de competitividade quando comparados com isolados sensiveis na
auséncia do produto (Hu et al., 2008; Corio-Costet et al., 2011).

Os isolados de X. campestris pv. viticola tolerantes ao cobre ndo tiveram sua
adaptabilidade reduzida em relacdo aos isolados sensiveis na auséncia de hidroxido e
oxicloreto de cobre, ou seja, a tolerancia ao cobre ndo teve um efeito pleiotropico. Pelo
contrario, tiveram melhor adaptabilidade do que os sensiveis nas temperaturas de 20 a 40 °C,

pH de 6,0 a 7,5 e concentracGes de NaCl de 2 a 5 %. Comportaram-se de forma semelhante
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aos sensiveis quanto a capacidade de induzir reacdo de hipersensibilidade em plantas de
tomateiro, nas caracteristicas culturais e crescimento em meio de cultura. A auséncia de custo
de adaptabilidade é preocupante, possibilitara a manutencdo da populacdo tolerante ao cobre
no campo e no material propagativo, em alta populacéo e por longos periodos favorecendo a
disseminacgéo desses isolados.

Os isolados tolerantes também nédo perderam a capacidade de formar biofilme, sendo
mantido um componente importante de adaptabilidade, uma vez que o biofilme favorece a
sobrevivéncia e protecdo de bactérias na planta, inclusive aos produtos quimicos durante o
processo de infeccdo (Boles et al., 2004; Rigano et al., 2007). Além disso, o biofilme pode
desempenhar um papel importante no processo de conjugacdo de genes de resisténcia em
bactérias na planta (Rigano et al., 2007), favorecendo o aumento da populacgdo tolerante. Para
X. citri subsp. citri a formagdo de biofilme ndo foi um fator importante no processo de
conjugacdo (Behlau et al., 2012), mas para X. campestris pv. viticola a probabilidade de
transferéncia horizontal de resisténcia em populagcdes em plantas de videira no biofilme ainda
precisa ser investigada.

Atualmente, o manejo fitossanitario do agente causal do cancro bacteriano da videira
no Vale do Submédio Séo Francisco € realizado por meio de fungicidas cupricos, afetando
negativamente o ambiente e comprometendo a competitividade e a sustentabilidade da
cultura. Além disso, o uso indiscriminado de produtos cupricos, tem resultado na selecdo de
populacdes do patdgeno tolerantes ao cobre, o que foi claramente evidenciado na presente
pesquisa. Dessa forma, a utilizagdo de cupricos no manejo do cancro bacteriano da videira
nessa regido deve ser integrada a outras medidas de controle, visando prevenir a prevaléncia
de individuos tolerantes ao cobre, uma vez que estes mostraram ter uma boa adaptabilidade na

auséncia de cobre e uma maior agressividade em plantas pulverizadas com os cupricos.
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Tabela 1- Perfil de sensibilidade ao cobre de isolados de Xanthomonas campestris pv. viticola

classificados como sensiveis (1 a 10) e tolerantes (11 a 20), avaliado pelo crescimento in vitro

em meio MMCC (meio minimo complexando cobre).

Ordem Isolado Ano de Cultivar de Origem Oxicloreto  Hidroxido
Coleta videira de cobre de cobre
(hg mL (Mg mL
Cu2+) Cu2+)

1 NCPPB 2475 1972  Anab-e- Shahi India 10 10

2 Xcv 15 2009 Festival Petrolina — PE 70 10

3 Xcv 52 2009 Red Globe Casa Nova—BA 70 10

4 Xcv 79 2009 Red Globe Petrolina — PE 70 10

5 Xcv 80 2009 Festival Petrolina — PE 70 10

6 Xcv 208 2011 Festival Petrolina — PE 70 10

7 Xcv 230 2012 Red Globe Casa Nova—BA 70 10

8 Xcv 235 2012 ND Casa Nova—BA 30 10

9 P085/13-A 2013 Red Globe Petrolina — PE 60 10

10 P129/14-A 2014 Red Globe Petrolina — PE 70 10

11 Xcv 13 2009 Festival Petrolina — PE 140 70

12 Xcv 54 2009 Festival Casa Nova— BA 140 70

13 Xcv 116 2009 Thompson Petrolina — PE 140 70

14 Xcv 117 2009 Red Globe Petrolina — PE 140 70

15 Xcv 132 2010 Thompson Casa Nova— BA 140 70

16 Xcv 154 2010 Red Globe Casa Nova— BA 140 140

17 Xcv 181 2011 Red Globe Juazeiro — BA 140 70

18 Xcv 191 2011 Thompson Juazeiro — BA 140 70

19 Xcv 222 2012 Red Globe Petrolina — PE 140 70

20 UnB 1183 1998 Red Globe Petrolina — PE 140 70
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Tabela 2 - Diferenciacdo genética entre isolados de Xanthomonas campestris pv. viticola

sensiveis e tolerantes ao cobre, avaliada pelos genes copA e copB.

Populacéo Gene Fq' Dxy Da Ss  Sf

Sensivel x tolerante  copA  0,01802  0,00100 0,00002 0 0
Sensivel x tolerante  copB  0,00000 0,00053 0,00000 0 0

! Fy: indice de fixagAo haplotipica; Dxy: Nimero médios de substituicdes nucleotidicas por sitios entre os dois
grupos; Da: ndmero liquido de substituicBes por sitios entre as populagdes; Ss: nimero de polimorfismos

compartilhados entre pares de populacdo; Sf: ndmero de diferencas fixas entre pares de populagdes.
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683  Tabela 3 - Medida de diversidade genética para isolados de Xanthomonas campestris pv.

684  viticola sensiveis e tolerantes ao cobre, avaliada pelos genes copA e copB.

685 Populacéo N* Hd n NS H
COpA
Sensivel 09 0,58333 0,00171 5 4
Tolerante 10 0,20000 0,00026 1 2
copB
Sensivel 07 0,28571 0,00062 1 2
Tolerante 10 0,20000 0,00043 1 2

686 IN: tamanho da amostra; Hd: diversidade haplotipica; z: diversidade nucleotidica; NS: nimero de sitios
687  polimdrficos; h: hapldtipo.

688

689

690

691
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692 Tabela 4 - Medida de diversidade genética para bactérias do género Xanthomonas, avaliada

693  pelo gene copA.

Bactéria N'  Hd n NS H
Xanthomonas campestris pv. viticola 19 0,38596  0,00096 6 5
X. alfalfae subsp. citrumelonis 05 0,70000  0,02857 3 3
X. citri subsp. citri 04 0,50000 0,01180 18 2
X. vesicatoria 05 0,70000  0,01206 22 3
X. euvesicatoria 14 0,74725  0,02159 45 6
X. arboricola pv. juglandis 02 1,00000 0,00131 1 2

694  'N: tamanho da amostra (isolados); Hd: diversidade haplotipica,; z: diversidade nucleotidica; NS: nimero de
695  sitios polimorficos; h: hapldtipo.
696
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697 Tabela 5 - Diferenciacdo genética entre Xanthomonas campestris pv. viticola e espécies de

698  Xanthomonas, avaliada pelo gene copA.

Populagéo’ Fo Dxy Da Ss Sf
Xcv X Xac 0,50176  0,02963 0,01487 0 0
Xcv x Xce 0,72528 0,02321 0,01683 0 5
Xcv X Xv 0,55707 0,01469 0,00818 1 5
Xcv X Xe 0,42381 0,01957 0,00829 1 0
Xcv X Xaj 0,91919 0,01404 0,01290 0 9
Xac x Xcc 0,38767 0,03296 0,01278 11 0
Xac X Xv 0,34764 0,03114 0,01083 13 0
Xac x Xe 0,21984 0,03215 0,00707 30 0
Xac X Xaj 0,51282 0,03067 0,01573 0 0
Xce X Xv 0,24793 0,01586 0,00393 18 0
Xce X Xe 0,13861 0,01938 0,00269 18 0
Xce x Xaj 0,63303 0,01786 0,01130 0 0
XV X Xe 0,02650 0,01728 0,00046 21 0
XV X Xaj 0,36250 0,01048 0,00380 0 0
Xe X Xaj 0,20836  0,01446 0,00301 0 0

699 Xcv: Xanthomonas campestris pv. viticola;Xac: X. alfalfae subsp. citrumelonis; Xcc: X. citri subsp. citri; Xv: X.
700  vesicatoria; Xe: X. euvesicatoria; Xa: X. arboricola pv. juglandis

701  2Fg: indice de fixacdo haplotipica; Dxy: Nimero médios de substituicdes nucleotidicas por sitios entre os dois
702 grupos; Da: nimero liquido de substituicBes por sitios entre as populagdes; Ss: nimero de polimorfismos

703 compartilhados entre pares de populacdo; Sf: nimero de diferencas fixas entre pares de populagdes.
704
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708  Figura 1 - Rede de hapldtipos de isolados de Xanthomonas campestris pv. viticola sensiveis e

709 tolerantes ao cobre, avaliados pelos genes copA (1A) e copB (1B), mostrando quatro e dois

710  haplétipos interligados, respectivamente. O tamanho dos circulos € proporcional ao nimero

711  de individuos observados em cada haplétipo.

712
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713
714  Figura 2 - Rede de haplotipos comparando isolados de Xanthomonas campestris pv. viticola

715  sensiveis e tolerantes ao cobre a espécies do género Xanthomonas, avaliada pelo gene copA,
716  mostrando 15 hapldtipos interligados. A espécie Stenotrophomonas maltophilia foi utilizada
717 como grupo externo. O tamanho dos circulos € proporcional ao ndmero de individuos
718  observados em cada haplétipo.
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Figura 3- Crescimento de isolados de Xanthomonas campestris pv. viticola sensiveis e

tolerantes ao cobre em diferentes temperaturas (3A), niveis de pH (3B) e concentracdes de

NaCl (3C). Valores dentro de cada barra seguidos por asteriscos diferem significativamente
pelo teste t-Student (P<0,05).
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CAPITULO Il

Estrutura geneética de populacdes de Xanthomonas campestris pv.

viticola no Submédio do Vale do Sao Francisco, Brasil
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RESUMO: O conhecimento sobre a estrutura genética da populacdo de Xanthomonas
campestris pv. viticola é importante para direcionar as estratégias de controle do cancro
bacteriano da videira, principalmente o desenvolvimento e uso de cultivares resistentes ao
patogeno. Objetivou-se estudar a estrutura genética de trés populacdes da bactéria oriundas de
pomares de uva no Submédio do Vale do Séo Francisco, Nordeste do Brasil, através de perfis
gendbmicos de rep-PCR. Analisaram-se 105 isolados de X. campestris pv. Vviticola,
provenientes de Petrolina- PE (n = 60), Juazeiro-BA (n = 16) e Casa Nova-BA (n = 29),
determinando-se a diversidade intra e interpopulacional. Alta diversidade haplotipica foi
observada em cada populacdo com as técnicas ERIC e REP e baixa diversidade com a técnica
BOX, embora, com valores proximos. Na rede de hapl6tipos constatou-se a auséncia de
estrutura na populacdo com pouco ou nenhum haplétipo compartilhado por isolados das trés
populacdes. Na analise da diferenciacdo haplotipica entre as populacbes, os valores dos
indices analisados foram baixos, o que indica pouca diferenciacdo genética entre elas,
principalmente em relacdo ao marcador BOX-PCR. Além disso, as populacbes de X.
campestris pv. viticola de Petrolina-PE, Juazeiro-BA e Casa Nova-BA apresentam baixa

diversidade global.

Palavras-chave: Vitis vinifera, cancro bacteriano, rep-PCR, Brasil
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ABSTRACT: The knowledge of the genetic structure of the Xanthomonas campestris pv.
viticola population is important to support the control strategies of the grapevine bacterial
canker, mainly the development and use of resistant cultivars. This work aimed to study the
genetic structure of three populations of this bacterium from grapevines plantations at the
“Submédio of the Sao Francisco Valley, Northeast of Brazil, using genomic profiles of rep-
PCR. To determine the intra- and inter-population diversity, 105 isolates of X. campestris pv.
viticola were analyzed, from Petrolina-PE (n = 60), Juazeiro-BA (n = 16) and Casa Nova-BA
(n =29). ERIC and REP techniques showed high haplotype diversity in each population while
BOX showed low, even though the values were close. The haplotype net detected an absence
of structure in the population with few or none haplotype shared by isolates of the three
populations. The haplotype differentiation analyzes among populations showed low index
values demonstrating low genetic differentiation among them mainly for BOX technique.
Moreover, populations presented low global diversity.

Keywords: Vitis vinifera, bacterial canker, rep-PCR, Brazil.

Introducéo

O Brasil € o terceiro maior produtor de frutas do mundo (FAOSTAT, 2015), estando a
uva (Vitis vinifera) entre as principais frutas produzidas no pais (IBGE, 2015). No Submédio
do Vale do Sdo Francisco, regido Nordeste, o Polo Petrolina (estado de Pernambuco) —
Juazeiro (estado da Bahia) se destaca como o maior produtor nacional e € responsavel por
99% das exportacOes de uva de mesa. No entanto, a cultura da uva tem sua produtividade
nessa regido diminuida pela ocorréncia do cancro bacteriano, causado por Xantomonas
campestris pv. viticola (Nayudu) Dye, que representa alto risco a vitivinicultura brasileira (Naue et
al., 2014). Além do Brasil, a doenca ocorre apenas na india (Jambenal et al., 2011) e Tailandia
(Buensanteai, 2004). O cancro bacteriano foi detectado no Brasil em 1998 em parreirais da
regido do Submeédio do Vale do S&o Francisco (Lima; Ferreira and Dianese, 1999), onde
acredita-se que foi introduzido inadvertidamente por produtores através de estacas da
variedade Red Globe trazidas da india (Trindade; Lima and Ferreira, 2005).

A alternativa mais viavel para o controle do cancro bacteriano da videira seria o
desenvolvimento e uso de cultivares tolerantes e/ou resistentes, uma vez gque ndo existe um
unico metodo eficiente para o controle da doenca (Naue et al., 2014). No entanto, o éxito dos

programas de melhoramento visando o desenvolvimento dessas cultivares pressupde
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considerar a variabilidade do hospedeiro e do patdgeno. Portanto, a avaliagdo da estrutura
genética da populacdo do patdgeno é essencial para a gestdo de um programa de manejo
sustentavel que visa resisténcia de plantas a doencas (McDonald and Linde, 2002).

Entende-se por estrutura genética de populacdo a quantidade e distribui¢do da variacdo
genética dentro e entre popula¢des, variacdo esta determinada pelo potencial de alteracdo dos
organismos de uma populacdo e pela historia evolutiva (Mcdonald and Linde, 2002). A
evolucdo esta relacionada a mudangas no alelo ou frequéncias genotipicas em populagdes em
escalas de tempo relativamente curtas (Milgroom, 2015). O estudo da variacdo genética em
populacbes de uma espécie envolve basicamente duas questdes: (i) quantificar os niveis de
variabilidade dentro das populac@es e (ii) caracterizar o nivel de estruturacdo genética entre
populacdes (Hamrick, 1982).

A variabilidade de isolados de X. campestris pv. viticola foi investigada por Trindade
et al. (2005) e Gama (2014). Anélises de rep-PCR indicaram a existéncia de variabilidade
gendbmica entre 40 isolados de X. campestris pv. viticola coletados nos estados de
Pernambuco, Bahia e Piaui de 1998 a 2001 (Trindade et al., 2005). Testes fenotipicos,
componentes epidemioldgicos e rep-PCR com 115 isolados dessa bactéria, constataram que
eles comp6em um grupo homogéneo contendo duas linhas evolucionarias (Gama, 2014). No
entanto, inexistem estudos sobre como essa populacdo estd estruturada nos principais
municipios produtores de uva no Submedio do Vale do Séo Francisco.

A analise por meio de PCR tem desempenhado importante papel nos estudos de
diversidade genética. Sequéncias repetitivas intergénicas, de consenso, dispersas no genoma
bacteriano, conhecidas como ERIC, REP e BOX, geram padrdes altamente caracteristicos
quando separados em gel de agarose (De Bruijn, 1992; Versalovic et al., 1994). Estes
marcadores sdo usados para avaliar niveis de diversidade genética intra e interespecificas.
Também possibilitam inferir sobre a quantidade de variacdo genética entre individuos da
mesma populacdo, no tempo e no espaco; as relagdes genéticas entre os individuos dentro e
entre linhagens; a localizacdo da fonte de indculo, se a curtas ou longas distancias; a dinamica
das populacdes de diferentes gendtipos; e a origem do fitopatdgeno (Milgroom, 1997;
Scortichini, 2005).

Devido a importancia do cultivo de uva na regido do Submédio do vale do Séo
Francisco e do impacto econémico do cancro bacteriano, estudos sobre a estrutura genética do
patdgeno devem ser realizados para caracterizar os isolados de X. campestris pv. viticola
pertencentes a essa regido, gerando informacGes que irdo contribuir significativamente para a

adocdo de estratégias adequadas de controle da doenca. Sendo assim, o objetivo desse estudo
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foi analisar a estrutura genética de trés de populacdes de X. campestris pv. viticola de pomares

de uva no Submédio do Vale do S&o Francisco através de perfis gendmicos de rep-PCR.

Material e Métodos

Isolados de Xanthomonas campestris pv. viticola

Os isolados de X. campestris pv. viticola utilizados na pesquisa formam uma colecéo
de 105 isolados brasileiros, obtidos entre os anos de 1998 (ano de introducdo da doenga) a
2012 no Submédio do Vale do Séo Francisco, nos municipios de Petrolina no estado de
Pernambuco (n= 60), Juazeiro (n= 16) e Casa Nova (n= 29), no estado da Bahia (Tabela 1,
Figura 1). Esses isolados encontram-se depositados na Colecéo de Culturas Rosa Mariano do
Laboratorio de Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Todos o0s
isolados foram identificados por Gama (2014) através de PCR com 0s primers semi-
especificos XcvlF (5 TGCAGGTGAGCTGTGC 3’)/Xcv3R 5
AGTTCGACCACCTTGCCATA 3°), os quais amplificam um fragmento de 243 pb do gene
hrpB.

Extracdo de DNA

A extracdo do DNA dos isolados foi realizada utilizando-se o Kit MiniPrep para
extracdio de DNA gendmico bacteriano (Axygen Biosciences, EUA) seguindo as
recomendacdes do fabricante. A quantificacdo do DNA gendmico foi realizada por meio de
analise comparativa com o marcador High DNA Mass Ladder (Invitrogen, Brasil), utilizando-
se uma mistura contendo 4 uL do DNA concentrado adicionado a 2 uL de tampdo de
carregamento 6X DNA Loading Dye (Fermentas Life 183 Sciences, Canadd) e 1,5 pL de
SYBER® Safe DNA Gel Stain (10X) (Life Technologies, Sd0 Paulo, Brasil). A analise foi
realizada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1% preparado em tampdo TBE 0,5X
(5,4 g de Tris-base; 2,75 g de acido bdrico e 0,375 186 g de EDTA, para 1000 ml) por 1,5 h a
80 V. Posteriormente, o gel foi fotodocumentado e, ap6s a quantificacdo, as amostras foram

diluidas para uma concentragdo final de 10 nguL™" de DNA, sendo armazenadas a -20°C.

Analise de rep-PCR
As reacoes de REP, ERIC e BOX-PCR foram realizadas segundo Louws et al. (1994),

com modificag¢des: 1X de PCR Master Mix 2X, 2 uM de cada primer e 200 ng de DNA. As

amostras foram amplificadas em termociclador Perkin Elmer. Controles negativos (reacoes
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livres de DNA) foram incluidos em todos os experimentos para verificar a presenca de
contaminantes. A visualizagdo dos fragmentos amplificados foi realizada em gel de agarose a
1,5%. A corrida eletroforética foi realizada durante 3 h a 80 V em tampdo TBE 0,5 X,
utilizando-se os marcadores GenRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas Life Sciences,
Canada) e GenRuler 1kb bp DNA Ladder (Fermentas Life Sciences, Canadd). Posteriormente,
0 gel foi fotodocumentado. Os experimentos foram realizados em duplicata para a conferéncia
das bandas. As analises dos perfis de amplificacdo gerados com os primers REP, ERIC e
BOX-PCR foram realizadas visualmente de acordo com a presenca (1) ou auséncia de bandas
(0) de 100 a 3000 pb, sendo registradas apenas bandas reprodutiveis. Os dados gerados com

cada primer foram analisados separadamente e em conjunto.

Analise da diversidade genética
As primeiras anélises foram realizadas ao nivel intrapopulacional, onde o nivel de

polimorfismo das trés populacdes foi avaliado separadamente atraves dos seguintes
parametros: diversidade haplotipica (Hd) e namero de haplétipos (h). A rede de haplotipos foi
gerada através do software NETWORK v. 4.6 (www.fluxus-engineering.com) utilizando o
método Median-joining (Bandelt et al., 1999) para verificar o nivel de compartilhamento e a
frequéncia de distribuicdo dos hapldtipos entre as trés populagdes.

As andlises posteriores foram realizadas ao nivel interpopulacional. Foi estimada a
diferenciacdo genética entre as trés populacdes através da determinacdo do indice Hs, que
mede a diversidade haplotipica e das estimativas do indice G (Nei, 1973), que é um indice de
fixacdo do polimorfismo estimado a partir da diversidade haplotipica. Todos os parametros

foram calculados através do programa DnaSP v. 4.0 (Rozas et al., 2003).

Resultados

Por meio da técnica de rep-PCR a amplificacdo do DNA gendmico dos 105 isolados
gerou um total de 45 bandas reprodutiveis variando de 100 a 3000 pb, sendo observadas 14,
17 e 14 bandas com os primers REP, ERIC e BOX, respectivamente.

As populacdes de X. campestris pv. viticola foram analisadas quanto a diversidade
genética intrapopulacional com base nos dados de REP, ERIC e BOX-PCR isoladamente e
em conjunto (Tabela 2). Alta diversidade haplotipica foi observada quando se tratou das
técnicas ERIC e REP e baixa diversidade na técnica BOX, no entanto, com valores proximos

nas trés populagdes. Quanto ao numero de haplotipos formados constatou-se que foi maior
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nos isolados pertencentes a populacdo de Petrolina-PE em relacdo aos das populacdes de
Juazeiro-BA e Casa Nova-BA, quando analisados os primers REP (22, 8 e 13 haplotipos) e
ERIC-PCR (38, 12 e 21 haplétipos). No entanto, o numero de haplotipos foi similar nas
populacdes com os primers BOX-PCR (5, 5 e 4 hapl6tipos).

A analise realizada com os dados de REP, ERIC e BOX combinados linearmente (rep-
PCR) permitiu verificar a mesma tendéncia observada com a anélise dos dados isoladamente
para REP e ERIC, com alta diversidade haplotipica e nimero de haplétipos de 59, 15 e 29,
respectivamente para Petrolina-PE, Juazeiro-BA e Casa Nova-BA (Tabela 2).

Nas redes de hapldtipos constatou-se a existéncia de 27, 53 e 7 hapldtipos,
respectivamente para os primers REP, ERIC e BOX, distribuidos entre as espécies de X.
campestris pv. viticola, mas apenas 5 (H3, H5, H9, H14, H16 e H22), 4 (H9, H13, H17 e
H28) e 3 (H1, H2 e H3) haplotipos foram compartilhados por isolados das trés populactes
(Figura 2A, B, C). Nao foi possivel verificar a formacdo de agrupamentos distintos. Na
analise conjunta dos dados (rep-PCR) foram observados 38 haplotipos, porem nenhum
compartilhado por isolados representativos das trés populacdes (Figura 2D). Os resultados
evidenciam a auséncia de estruturacdo na populacdo de X. campestris pv. viticola do
Submédio do Vale do Sdo Francisco.

A diferenciacdo haplotipica foi calculada entre as trés populacdes de X. campestris pv.
viticola, usando o pardmetro Gs. Os Ggs encontrados nas interacdes entre Petrolina-PE, Casa
Nova-BA e Juazeiro-BA foram baixos, indicando pouca diferenciacdo genética entre as
populacbes de X. campestris pv viticola do Submédio do Vale do S&o Francisco,
principalmente em relacdo ao marcador BOX-PCR, que apresentou valores negativos de -
0,00406; -0,00687 e -0,01517, respectivamente (Tabela 3). A média ponderada das
diversidades haplotipicas entre populacdes (Hs), indicou que existe uma variabilidade
haplotipica similar entre as combinacGes de duas populagcdes, em todos os marcadores

analisados, sendo essa menor variabilidade indicada no BOX-PCR (Tabela 3).

Discussao

Foi avaliada a estrutura de populacdes de X. campestris pv. viticola presentes no
Submédio do Vale do Sdo Francisco, a partir de uma populacdo de 105 isolados oriundos de
um municipio de Pernambuco (Petrolina) e dois da Bahia (Juazeiro e Casa Nova). Essa regido

tem se tornado cada vez mais conhecida pela producéo de uvas de alta qualidade, mas tem um
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grande problema fitossanitario, o cancro bacteriano, que € um fator limitante a producgéo
(Naue et al., 2014).

O conhecimento e a distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de
populacbes de X. campestris pv. viticola é essencial para adogao de estratégias de controle da
doenca e manutengdo de uma resisténcia duravel. Diversos marcadores moleculares tém sido
muito utilizados para estudos de populac6es em fitopatdgenos, dentre eles rep-PCR (Ma et al.,
2001; Chen et al., 2002; Kubisiak et al., 2004; Valverde et al., 2007).

Com os marcadores rep-PCR foram analisadas a diversidade genética intra e
interpopulacional de X. campestris pv. viticola. Os niveis de diferenciacdo genética
intrapopulacional tém sido usados para fazer inferéncias acerca da sua biologia e indices
como Gsr, tém sido usados em fitopatdgenos para inferir variabilidade entre populacfes
(Leung and Williams, 1986; Boeger et al., 1993; Goodwin et al., 1993).

Os niveis de Gg encontrados entre as populacGes de X. campestris pv. viticola de
Petrolina-PE, Juazeiro-BA e Casa Nova-BA foram baixos, o que indica pouca divergéncia
genética entre as populacdes. No entanto, alta diversidade haplotipica (Hd) foi encontrada
dentro de cada populacao nas anélises de REP, ERIC e rep-PCR, 0 que originou uma rede de
haplotipos com poucos ou nenhum haplétipo compartilhado por isolado das trés populacdes.
Esses resultados indicam que a populagéo de X. campestris pv. viticola do Submédio do Vale
do S&o Francisco ndo esta estruturada.

Por outro lado, nas analises de BOX-PCR foram verificados indices de Gy negativos e
baixa diversidade haplotipica e, dessa forma, quando se observou a rede de haplotipos a partir
desse marcador, foi possivel detectar um maior nivel de homogeneidade nas populacGes
estudadas. Resultado similar foi encontrado por Gama (2014), que a partir de analise de
agrupamento realizada com base nos perfis de BOX-PCR demonstrou a existéncia de alta
similaridade entre os isolados de X. campestris pv. viticola oriundos do Submédio do Vale do
Séo Francisco. Contudo, a homogeneidade encontrada no presente estudo ndo foi o suficiente
para obtencdo de uma populacdo totalmente estruturada, uma vez que foram verificados sete
haplotipos com apenas trés compartilhados por isolados das trés populacdes. Apesar disso,
esses resultados sugerem a introducdo recente dessas populacdes nas regides de Petrolina-PE,
Juazeiro-BA e Casa Nova-BA, o que se confirma com o fato de que o cancro bacteriano da
videira foi detectado pela primeira vez no inicio de 1998, em parreirais de Petrolina e, no
mesmo ano, foi assinalado também na Bahia, ambos no Submédio do Vale do Séo Francisco

(Lima et al., 1999). Adicionalmente, a auséncia de formagdo de agrupamentos distintos é um
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indicio de que as populagbes de X. campestris pv. viticola estudadas tenham sua
ancestralidade ligadas a um Unico evento de introducao da bactéria.

Nas andlises de REP e ERIC-PCR detectou-se um maior polimorfismo entre as
populacbes em estudo e maior diversidade haplotipica, propondo assim, um processo de
expansdo da doenca nas areas de cultivo de videira do Submédio do Vale do S&o Francisco.
Isso pode ser explicado pela expansdo da viticultura no semiarido brasileiro, com o avanco da
area plantada, as varias fases fenoldgicas da planta de forma simultdnea nos pomares e a
importacdo de novos materiais genéticos, o que tém favorecido a ocorréncia da doenca. Com
isso, € possivel que apos a estabilizacdo da variabilidade genémica inicial introduzida na
regido, um novo processo de divergéncia esteja ocorrendo, causado possivelmente, pela
substituicdo de parreirais formados com cultivares suscetiveis ao cancro bacteriano, por
cultivares com maiores niveis de resisténcia (Marques, 2007; Gama, 2014).

A avaliacdo dos marcadores de forma combinada (BOX, ERIC e REP-PCR), indicou
uma diversidade haplotipica mais evidente, quando comparado aos valores obtidos na analise
individual dos marcadores. Esse resultado pode estar relacionado as novas combinagfes dos
haplotipos apds as combinagdes dos trés marcadores. Entretanto, os indices de diversidade
haplotipica analisadas para todas as populacbes mostraram-se bastante homogéneos,
indicando uma semelhanca evolutiva em ambas as populacdes de Petrolina-Pe, Juazeiro-BA e
Casa Nova-BA. Corroborando com esses resultados, a analise de populacdes de X. campestris
pv. viticola, oriundas do Submédio do Vale do S&o Francisco, com base em perfis de rep-
PCR, assinalou a formacao de um Unico grupo abrigando todos os isolados ao nivel de 88%
de similaridade e valores de 100% de bootstrap, demonstrando alto grau de homogeneidade
Gama (2014).

Em conclusdo, as populacdes de X. campestris pv. viticola de Petrolina-PE, Juazeiro-
BA e Casa Nova-BA apresentam baixa diversidade global e nenhuma estruturacdo aparente,
indicando deste modo, que essas populacdes ndo sdo estruturadas. Porém, existem indicios do
inicio de um processo de divergéncia genética entre as populacdes estudadas, o que, no futuro,
exigird o desenvolvimento de métodos de controle da doenga mais eficientes. Todavia, para a
obtencdo de resultados mais conclusivos se faz necessario estudos mais aprofundados e com
um maior nimero de marcadores moleculares, buscando melhorar o entendimento das
relacBes evolutivas entre as populacdes de X. campestris pv. viticola e suas implicacGes no
desenvolvimentos e obtencdo de cultivares resistentes e de métodos de controle mais

eficientes para o cancro bacteriano da videira.
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Tabela 1 - Descricdo dos isolados brasileiros e patétipo de Xanthomonas campestris pv. viticola

Codigo* fAno de Origem Orgéo Cultivar Codigo* tAno de Origem Orgéo Cultivar
isolamento isolamento

UnB 1191 1998 Petrolina/PE Folha Italia Xev72 2009 Casa Nova/BA  Folha Thompson
UnB 1183 1998 Petrolina/PE Folhas Red Globe Xev71 2009 Petrolina/PE Folha e ramo Festival
IBSBF1506 1999 Petrolina/PE ND ND Xcev70 2009 Casa Nova/BA  Folha Benitaka
UnB 1299 2004 Juazeiro/BA Folhas Thompson Xcv68 2009 Casa Nova/BA  Folha ND
UnB 1315 2005 Petrolina/PE Nervuras Red Globe Xcve5 2009 Casa Nova/BA  Folha e ramo Italia
UnB 1314 2005 Petrolina/PE Folhas Red Globe Xcv56 2009 Casa Nova/BA ND Festival
UnB 1309 2005 Petrolina/PE Haste Festival Xcvh5 2009 Casa Nova/BA  Folha Festival
UnB 1307 2005 Petrolina/PE Raquis Festival Xcvb4 2009 Casa Nova/BA  Folha Festival
UnB 1304 2005 Petrolina/PE Peciolo Festival Xcvb2 2009 Casa Nova/BA Folha e ramo Festival
Xcv9 2008 Petrolina/PE ND Red Globe Xcv50 2009 Petrolina/PE Engaco ND
Xcv8 2008 Petrolina/PE ND Red Globe Xcva7 2009 Juazeiro/BA Folha Italia
Xcvb 2008 Petrolina/PE Folha Red Globe Xcv46 2009 Juazeiro/BA Folha Festival
Xcva0 2009 Juazeiro/BA Folha Thompson Xcvas 2009 Juazeiro/BA Folha Crimson
Xcv89 2009 Casa Nova/BA  Folha Itlia Muscat | Xcv44 2009 Juazeiro/BA Folha Thompson
Xcv8l 2009 Casa Nova/BA  Folha Thompson Xcva2 2009 Juazeiro/BA Folha e ramo Crimson
Xcv80 2009 Petrolina/PE Folhaeramo Festival Xcv40 2009 Petrolina/PE Folha Italia
Xcv79 2009 Petrolina/PE Folhaeramo Red Globe Xcv39 2009 Petrolina/PE Folha e peciolo Festival
Xcv78 2009 Petrolina/PE ND ND Xcv34 2009 Petrolina/PE ND Thompson
Xev77 2009 Petrolina/PE Folhaeramo Festival Xcv33 2009 Petrolina/PE ND Festival
Xcv76 2009 Petrolina/PE Folhaeramo Festival Xcv28 2009 Petrolina/PE ND Festival
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Xcv26
Xcv21
Xcvl8
Xcevl7
Xcvl6
Xcvl5
Xcvl3
Xcvl24
Xcv119
Xcvll7
Xcvl116
Xcvli4
Xcvll12

Xcv108

Xcv103
Xcvol
Xcv158
Xcv156
Xcvl54
Xcv153
Xcv143
Xcv197

2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009

2009

2009
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2011

Petrolina/PE
Petrolina/PE
Petrolina/PE
Petrolina/PE
Petrolina/PE
Petrolina/PE
Petrolina/PE
Petrolina/PE
Petrolina/PE
Petrolina/PE
Petrolina/PE
Petrolina/PE
Petrolina/PE

Petrolina/PE

Petrolina/PE
Juazeiro/BA
Petrolina/PE
Petrolina/PE

Casa Nova/BA
Casa Nova/BA

Petrolina/PE
Petrolina/PE

ND
ND
Folha
ND
ND
Engago
Ramo
Folha
Ramo
Folha
Ramo
Ramo

Ramo
Folha

Ramo
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Peciolo

Ramo

Thompson
Thompson
Festival
Festival
Thompson
Festival
Festival
Red Globe
Thompson
Red Globe
Thompson
Thompson
Red Globe
Italia
Melhorada
Festival
Thompson
Festival
Thompson
Red Globe
Red Globe
Red Globe
Red Globe

Xcvl142
Xcvl137
Xcv133
Xcvl132
Xcv129
Xcv105
Xcvl04
ENA4600
ENA4598
Xcv216
Xcv214
Xcv210
Xcv208

Xev207

Xcv206
Xcv204
Xcv203
Xcv202
Xcv201
Xcv200
Xcv198
Xcv231

2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2011
2011
2011
2011

2011

2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2012

Juazeiro/BA
Casa Nova/BA
Petrolina/PE
Casa Nova/BA
Juazeiro/BA
Petrolina/PE
Juazeiro/BA
Petrolina/PE
Petrolina/PE
Casa Nova/BA
Casa Nova/BA
Petrolina/PE
Petrolina/PE

Petrolina/PE

Petrolina/PE
Petrolina/PE
Petrolina/PE
Petrolina/PE
Petrolina/PE
Juazeiro/BA
Petrolina/PE
Casa Nova/BA

Folha
Folha
Ramo
Folha
Folha
ND
Folha
ND
ND
ND
Nervura
ND

Peciolo
Peciolo

Peciolo

Nervura
Nervura
Nervura
Nervura
Nervura
Nervura

Baga

Festival
Thompson
Festival
Thompson
Festival
ND

Red Globe
ND

ND

ND
Thompson
ND

Festival
Thompson

Festival
Sugraone
Thompson
Festival
Thompson
Red Globe
Red Globe
Red Globe
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Xcv192 2011 Juazeiro/BA Peciolo Thompson Xcv230 2012 Casa Nova/BA Ramo Red Globe
Xcv191 2011 Juazeiro/BA Nervura Thompson Xcv229 2012 Casa Nova/BA Folha Red Globe
Xcvl181 2011 Juazeiro/BA Nervura Red Globe Xcv228 2012 Casa Nova/BA  Folha Red Globe
Xcvl79 2011 Casa Nova/BA Folha Benitaka Xcv227 2012 Casa Nova/BA Folha Red Globe
Xcv178 2011 Casa Nova/BA Ramo Festival Xcv226 2012 Casa Nova/BA Folha Red Globe
Xcvl76 2011 Juazeiro/BA Folha Red Globe Xcv225 2012 Petrolina/PE Folha Red Globe
Xcvl71 2011 Petrolina/PE Nervura Sugra 18 Xcv224 2012 Petrolina/PE Folha Red Globe
Xcv235 2012 Casa Nova/BA ND ND Xcv223 2012 Petrolina/PE Folha Red Globe
Xcv234 2012 Casa Nova/BA ND ND Xcv222 2012 Petrolina/PE Folha Red Globe
Xcv233 2012 Casa Nova/BA  Folha Red Globe Xcv221 2012 Casa Nova/BA ND ND
Xcv232 2012 Casa Nova/BA  Ramo Red Globe
353 1 IBSBF1967 (isolado patétipo) = ICMP3867, LMG965 e NCPPB2475. IBSBF: Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico (S&o
354 Paulo, Brasil); ICMP: International Collection of Microorganisms from Plants, (Auckland, New Zealand); LMG: Belgian Coordinated Collections
355 of Micro-organisms (Ghent, Belgium); NCPPB: National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (York, United Kingdom); UnB: Colecdo de
356 Bactérias Fitopatogénicas do Departamento de Fitopatologia da Universidade de Brasilia (Distrito Federal, Brasil); ENA: Colecédo de Bactérias do
357 Instituto de Agronomia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brasil). Xcv = isolados de X. campestris pv. viticola da
358 Colecdo de Culturas Rosa Mariano do Laboratério de Fitobacteriologia (LAFIBAC) (Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE,

359

Pernambuco, Brasil.
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Tabela 2 - Diversidade genética intrapopulacional mensurada para cada populacéo de
Xanthomonas campestris pv. viticola de videiras do Submédio do Vale do Séo Francisco,
Nordeste do Brasil, analisada por rep-PCR.

REP ERIC BOX Rep-PCR
Populacde® N Hd H Hd H Hd H Hd H

Petrolina 60 094124 22 097797 38 0,52429 5 0,99444 59
Juazeiro 16 0,85000 8 0,94167 12 0,60000 S5 0,99167 15
CasaNova 29 0,92611 13 0,97044 21 0,50000 4 1,00000 29

TPetrolina: municipio do estado de Pernambuco; Juazeiro e Casa Nova: municipios do estado da Bahia; N:

tamanho da amostra; Hd: diversidade haplotipica; h: haplétipo.
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Tabela 3 - Diferenciacdo genética entre populagdes de Xanthomonas campestris pv. viticola de videiras do Submédio do Vale do Séo Francisco,

Nordeste do Brasil, analisada por rep-PCR.

REP ERIC BOX Rep-PCR
Populacéo’ Hs Gt Hs Gt Hs Gyt Hs Gyt
Petrolina x Juazeiro 0,92350 0,01183 0,97091 0,01135 0,53901 -0,00406 0,99792 0,00805
Petrolina x Casa Nova 0,93644 0,00273 0,97558 0,00281 0,51658 -0,00687 0,99961 0,00167
Juazeiro x Casa Nova 0,90012 0,01063 0,96062 -0,00273 0,53415 -0,01517 0,99715 0,00195

Lpetrolina: municipio do estado de Pernambuco; Juazeiro e Casa Nova: municipios do estado da Bahia; Hs: Média ponderada da diversidade haplotipica entre populacdes;

Gst: Indice de fixag&o do polimorfismo estimado a partir da diversidade haplotipica; Da: numero de substituicdes por local entre populagdes.
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Figura 1- Origem dos isolados das populacBes de Xanthomonas campestris pv. viticola do

Submeédio do Vale do Sdo Francisco, Nordeste do Brasil.
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Figura 2- Rede de haplétipos de 105 isolados de Xanthomonas campestris pv. viticola, representativa de trés populagdes da bactérias de videira do Submedio

do Vale do S&o Francisco, mostrando haplétipos interligados, através de anélise de REP (27 haplétipos, A), ERIC (53 haplétipos, B), BOX (7 haplétipos, C) e

rep-PCR (38 haplétipos, D). O tamanho dos circulos hapl6tipos sdo proporcionais ao nimero de individuos observados em cada haplotipos. Os circulos

pequenos (Vermelhos) representam eventos mutacionais.
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CONCLUSOES GERAIS

v" De 70 isolados de Xanthomonas campestris pv. viticola oriundos do Submédio do Vale
do S&o Francisco 33 % foram classificados como tolerantes ao hidroxido de cobre a 140 g
ml™ Cu?* e 30 % ao oxicloreto de cobre a 70 ou 140 pg mI™* Cu®*;

v" Nao existe relacdo entre ano de coleta dos isolados de X. campestris pv. viticola com a

tolerdncia ao cobre;

v" A toleréncia ao cobre ndo reduz a adaptabilidade dos isolados de X. campestris pv.

viticola;

v" Os genes copA e copB estdo presentes nos isolados sensiveis e tolerantes ao cobre, ndo

havendo mutacdo aparente, o que indica que néo estdo envolvidos na resisténcia ao cobre;

v' Com base no gene copA, X. campestris pv. viticola tem elevada similaridade genética
compartilhada com X. alfalfae subsp. citrumelonis, X. citri subsp. citri e X. arboricola pv.

juglandis;

v" De acordo com analise de diversidade intrapopulacional ndo existe populacdo de X.
campestris pv. viticola estruturade em Petrolina-PE, Juazeiro-BA e Casa Nova, Submédio do

Vale do Sdo Francisco;

v Existe baixa diferenciacdo genética entre as populac@es de X. campestris pv. viticola de
Petrolina-PE, Juazeiro-BA e Casa Nova-BA.



