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RESUMO

O cultivo de uvas de mesa no Brasil tem se infieadio principalmente em areas
proximas ao Submeédio do Vale do S&o Francisco. Eeggao € responsavel por 15 % da
producédo de uvas de mesa finas do pais, correspdmd@ecerca de 98 % das exportagdes
brasileiras anuais de uva, tanto em volume quamtova&ores de producdo. Entretanto,
muitos sdo os problemas fitossanitarios que ocorressa cultura. Dentre as doencas de
etiologia bacteriana apenas o cancro bacteriansada poiXanthomonas campestns.
viticola (Xcv), apresenta hoje incidéncia expressiva e importaacigomica em videira.
Embora tenha sido relatada em 1998, acredita-sea duaeteriose ja estivesse presente na
regido desde 1996, sem ter sido detectada. Assima-8& importante monitorar a
variabilidade das populacdes bacterianas ao longaados, 0 que pode ser conseguido de
maneira eficiente utilizando marcadores moleculadegro fator a ser considerado é o uso
continuo e muitas vezes indiscriminado de compasiipsicos na agricultura o que pode
levar a ocorréncia de bactérias fitopatogénicas saprofiticas resistentes ao cobre.
Considerando a importancia do cancro bacteriana gariticultura no Brasil e buscando
maior conhecimento sobre variabilidade do patégenseu comportamento quanto a
tolerdncia aos cupricos, foram objetivos desteatrah (1) Caracterizar a diversidade
genética, através de rep-PCR, de isoladosadeoletados no Vale do Sdo Francisco, entre
0s anos de 2003 e 2006, comparando-os aos isojadmmacterizados, coletados entre
1998 e 2001; (2) Determinar niveis de tolerancia cabre em isolados d&cv
representativos de diferentes épocas (1998 a 260&)eas de coleta; (3) Detectar e
caracterizar enXcva presenca de regides homologas ao gep@ que confere resisténcia
ao cobre enXxanthomonaspp.

Os “fingerprints” gerados por rep-PCR, a partir BONA purificado de Xcv
coletados em diferentes anos, areas e variedad®stislevinifera L. foram eficientes e
reprodutiveis, constituindo-se em uma importantegafeenta no estudo da genética
populacional deste patdgeno. Os resultados indicatar ocorrido uma possivel
estabilizacdo da populacdo heterogénea observaddrpmladeet al (2005), além de

permitir a observacédo de bandas comuns e perfi@g@meos entre os isolados que podem
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ser utilizados para o diagnostico. Entretanto, feiigpossivel correlacionar, através dos
estudos das sequéncias repetitivas, a origem dmagra época de coleta ou a cultivar de
origem dos isolados com os perfis gendmicos.

Nos testes de tolerandmavitro aos ions de cobre, de uma forma geral observou-se
uma evolugdo no crescimento da tolerancia ao atengo dos anos, em que isolados de
Xcv foram coletados nas areas de ocorréncia do cdramt@riano de 1998 a 2006. Os
resultados do presente estudo confirmam aqueleslgéados anteriormente, de que as
estirpes brasileiras apresentaram variabilidad®lesincia ao cobre e que esta tolerancia
ocorre naturalmente nas regides produtoras. A@J01) mostrou que essas estirpes mais
tolerantes ocorrem na regido de Petrolina, e ngepte trabalho, demonstrou-se que
também ocorrem em outras areas como Bahia e PAmylificacdbes com os “primers”
desenhados a partir de sequiéncias do ggp&de X. axonopodifv. citri e X. campestris.
pv. campestriforam observadas para todos os isoladoXalgestados. A alta homologia
entre os produtos das amplificacbes com os “patrepARe copALa partir do DNA dos
isolados deXcv com o genecop A confirmou a existéncia do gene efov. A arvore
filogenética gerada com alta reprodutibilidade mmsmaior distancia d€cvem relacdo a
X. oryzaepv. oryzae e X. campestrispv. campestris e maior proximidade conX.
axonopodigv. citri. Este fato pode ser um indicativo de maior afideldeX. campestris
pv. viticola com a espéciX. axonopodisdo que comX. campestrisconfirmando as

observacOes de Takitd al (2004) em trabalho analisando a regjsto
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ABSTRACT

The production of table grape¥iiis viniferaL.) in Brazil has increased mainly in
the irrigated areas of the “Submédio” of the S&mEisco valley, northeastern Brazil. This
region is responsible for 15 % of the grape pradacbf the country, corresponding to
nearly 98 % of the annual exports. Among the mamytgsanitary problems that affect
grape production, bacterial canker is the most imapd bacterial disease affecting several
V. vinifera cultivars in that region. The disease is causeXdiythomonas campestns.
viticola (Xc\). Although it was reported in 1998, it is believédt it has been present in the
region since 1996, without being detected. It igponiant to monitor the population
variability through time, which can be achieved Wsing molecular markers. Another
relevant fact is the continuous, excessive andufetly inadequate use of copper-based
fungicides that can lead to resistance in bact€a@nsidering the importance of bacterial
canker for grape production in Brazil and the latknformation on pathogen variability
and its behavior regarding copper tolerance, thectibes of this work were: (1) to
characterize the genetic diversity, using rep-P&RongXcv strains collected from 2003 to
2006, comparing them to a population already cheriaed, collected between 1998 and
2001; (2) to determine tolerance levels to coppeiXtv strains, selected to represent
different collection years (1998 to 2006) and amlen sites; and (3) to detect and
characterize inXcv the presence of homologous regions to to@A gene, which is
involved in copper resistance Xanthomonaspp.

The fingerprints generated by rep-PCR using badterrified DNA from isolates
collected in different years, areas and from déifeérgrape cultivars were reproducible and
the results indicated lower levels of polymorphiamong the isolates collected from 2003-
2006 than among the isolates previously charaewrizy Trindadeet al (2005). The
profiles were generally very homogeneous and seeeramon bands among isolates were
detected. However, it was not possible to corretpgegraphic origin, collection year or
cultivar with the rep-PCR genomic patterns.

In vitro tests were conducted to assess toleram@®pper ions iXXcv. The results

showed a general increase in copper tolerance @8 through 2006 and also showed
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variation in the minimum inhibitory concentratiomang the isolates. Previous studies
demonstrated that this tolerance occurs natunaltite Petrolina region (Pernambuco state).
Here we observed variation in tolerance also itates from Bahia and Piaui states. PCR-
amplifications with primerscopARand copAL) selected from theopA sequences oX.
axonopodispv. citri and X. campestrigv. campestrisvere observed for acv isolates.
After sequencing of the 925-bp PCR product, higqusece homology betweeXcv
sequences and those fro¥h axonopodis citriand X. campestrispv. campestriswas
observed, thus confirming the presence ofdbi@A gene inXcv. The phylogenetic analysis
showed a closer relationship betwe&v and X. axonopodigv. citri than with X. oryzae
pv. oryzaeor X. campestrigpv. campestris.This suggests a closer proximity with the
speciesX. axonopodighan withX. campestrisconfirming the observations of Takiéh al.

(2004) when analyzing thepf generegion



CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

1- Videira — importancia

A familia Vitaceae é dividida em varias subfamiligage compreendem um grande
namero de géneros e espécies, dentre 0s quaistseala as espécidfdtis viniferal. (de
origem européia) &itis labruscal. (de origem americana), que sdo as mais culivad
devido as suas caracteristicas agronémicas suge(ibeixeira & Azevedo, 1996).

As uvas finas de mesa séo variedades da esgeviniferg em geral, suscetiveis as
doencas fungicas e altamente exigentes em tralibsais. Todas as variedades exportadas
pelo Brasil estdo incluidas nesse grupo ou saadhibentre elas e alguma outra espécie de
Vitis (Tavares, 2004).

A producédo de uvas brasileira destina-se basicar@ninificacdo, uvas para mesa,
para passas, sucos e doces (Leao, 2000).

Apesar da superioridade de producdo dos paisegeris;,00 cultivo de uva encontra-
se espalhado por todos os continentes. No Brasticaltura comecou por volta de 1553
com a colonizacdo, mas somente no século XIX aidqguignificativa importancia
econbmica devido a intensificacdo do cultivo deedirdes como Isabel, Concord, Goethe e
outras americanas (Pommer & Maia, 2003), desenmdtvgdlos vinicolas em Sao Paulo,
Minas Gerais, Parana, Santa Catarina e Rio Graod@ul] impulsionados pelas correntes
imigratorias italianas (Ledo & Possidio, 2000).

Tendo em vista 0 crescimento das areas de prodalgio,da maior participacdo no
mercado internacional, o plantio de uva no Brasil e intensificado. Presente no Nordeste
brasileiro desde o século XVI (Ledo & Possidio, @0@m regides como Petrolina — PE e
Juazeiro — BA (Submédio do Vale do Sao Francisa®jiticultura intensificou-se nesta
regido na década de 50 com um aumento expressipoodecdo na década de 90 sendo
responsaveis atualmente por 15 % da producdo de dgamesa finas do pais. A
participacdo da producdo dessa regido corresponderca de 98 % das exportagdes

brasileiras anuais de uva, tanto em volume quamtovaores de producdo. Outras areas



como Maringa e Marialva no Norte do Parana, JalesNordeste de S&o Paulo e o
municipio de Pirapora no Norte de Minas Gerais tamltomecam a se destacar como
polos produtores de uvas de mesa (Lima & Morea22

Essa expansdo da viticultura, especialmente no ¥@l&ao Francisco, se deve a
evolugcdo tecnoldgica (Freire & Oliveira, 2001; Cagag 2003) em viticultura tropical,
fazendo com que a producéo de uvas de mesa ocwenatel todo o ano, garantindo além do
estabelecimento interno, a exportacdo em periodossdassez no mercado internacional
(Camargo, 2003). As principais variedades utilizade Submeédio do Vale do Sé&o

Francisco estdo indicadas Qoadro 1.

Quadro 1. Principais variedades de uvas para porta-enxeros,sementes e sem sementes
utilizados no Vale do S&o Francisco*.

Porta-enxertos Com sementes Sem sementes
IAC 313 (Tropical) Italia ou Pirévano 65 Perlette
IAC 572 (Jales) Piratininga Catalunha
IAC 766 (Campinas) Red Globe Superior Sedles
SALT Creek Benitaka Centennial Seedless
Dodge Ridge Patricia Flame Seedless
Courdec 1613 Alphonse Labllée ou Ribier Vénus
Harmony 420-A Dattier de Beritouth Marroo Seedles
Paulsen 1103 Christmas Rose

*Fonte: Ledo (2002).

Em termos globais a produgédo mundial de uva deajrersre os anos de 1996 a
2004, foi em média de 10 milhdes de t/ano. Ja dugé@o brasileira de uva, destinada a
mesa, producdo de vinho e outros fins industrfaisge 1.298.874 t, no ano de 2004 em
uma area colhida de 71.306 ha. A regido Sul apt@sencomo a maior produtora (826.348
t); entretanto, no Sudeste (238.634 t) e no Noedéx33.829 t) a cultura esta em franca
expansao (Agrianual, 2005).



2- Doencas da videira no Brasil

Ao longo da historia do cultivo de plantas o hontem sido considerado um dos
grandes agentes de dispersdo de pragas e doermgass [Preparaveis foram causados ao
transportar fitopatdgenos involuntariamente. Edmacnente no caso da videira podem ser
citados os exemplos classicos da introducdo do ditticinula necatoDe Bary {Shear}) e
do mildio Plasmopara viticolaBerk. et Curtis ex. de Bary) na Europa no século XIX. No
Brasil exemplos recentes sdo a ocorréncia da dosmgizecida como declinio da videira
(Eutypa lataPers.), na regido de Jundiai, Sdo Paulo e da & @@hakopsora euviti©no)
com seu primeiro relato no municipio de Jandai8ule- PR (Tessmaret al, 2003).

Entre as doencas de origem fungica que afetamesr@igdode-se citar: podriddo-seca
(Botryodiplodia theobromaePat.); oidio Uncinula necatoy;, mofo-cinzento Botrytis
cinéreaPers.); antracnosé&lsinoe ampelinghear); fusarioseg=(sarium oxysporunf. sp.
herbemontisW.L.Gordon); declinio da videiraE(typa lata) a ferrugem Phakopsora
euvitig (Amorim & Kuniyuki, 2005; Tavares, 2004), mildi@Plasmopora viticola
(Tavares, 2004); mancha da folhilycosphaerella personat®.B.Higgins); podridéo
amarga Greeneria uvicola{Berk. & M.A Curtis} Punith.) e a podriddo da uvaadura
(Glomerella cingulaté&Stoneman) (Amorim & Kuniyuki, 2005).

Entre os nematdides destaca-se o das gdihelsydogynespp.), e entre 0s virus, o
virus do enrolamento da folha da videi@dpevine leafroll-associated viryso virus da
folha em leque Grapevine fanleaf virgsou dos entrends curtos da videira; o virus do
intumescimento dos ramos da videir@rgpevine corky bark disedsedoencas das
caneluras do tronco da videir@r@pevine stem pitting disegsenanchas ou mosaico das
nervuras Grapevine fleck virgse a necrose das nervur&eip necrosis diaseasAmorim
& Kuniyuki, 2005; Tavares, 2004).

Dentre as doencas de etiologia bacteriana, apkress causadas pAgrobacterium
vitis e Agrobacteriumsp., haviam sido descritas até o ano de 1998. ido#o de galhas
induzida pela bactéria ndo apresenta expressaaparkura e ja foi descrita em parreirais
dos estados de Minas Gerais, Rio Grande do Nodi®,Paulo e no Submédio do Vale do
Séo Francisco (Lima & Moreira, 2002). Em 1998, um&a doencga, 0 cancro bacteriano,

foi detectada no Vale do Sao Francisco e apreseptancidéncia expressiva e importancia



econdmica em videira no Brasil. Embora relatadal®88, acredita-se que a bacteriose ja
estivesse presente na regido desde 1996, sendaedetiectada (Limat al,, 1999; Lima &
Moreira, 2002).

3- Cancro bacteriano da videira

3.1- Historico e distribuicdo geogréfica

O primeiro relato do cancro bacteriano da videicareeu na india em 1969, na
variedade Anab-e-Shahi, causado por uma bactéaasifitada inicialmente como
Pseudomonas viticolap. nov. por Nayudu (1972), e posteriormente ssdiaada como
Xanthomonas campestiis. viticola (XcV) por Dye, em 1978 (Lima & Moreira, 2002).

Em 1998, no polo Petrolina (PE) — Juazeiro (BA)itEntificado em lavouras de
cultivo comercial, o segundo relato da bacteriasenando (Limeet al, 1999; Malavolta Jr.
et al, 1999). As plantas apresentavam sintomas nassfothenos, raquis e nas bagas. As
variedades mais afetadas foram Red Globe e asdadas sem sementes, principalmente
aquelas oriundas de Thompson Seedless, com peedd® d 100 % (Lima & Moreira,
2002). Inicialmente em plantios novos (2 — 3 armu&sanxertia) a incidéncia era de 100 %
de plantas infectadas (Limet al, 1999). Em maio de 1998 sintomas caracteristitzs
doenca foram observados em ramos e folhas dagladds Red Globe, Itdlia e Ribier em
cultivos comerciais da regido de Teresina — Pldeemortanto, o segundo relato do
patégeno no pais (Malavolta &t al, 1995a). Entre os anos de 1998 e 1999 o cancro
bacteriano ja havia sido encontrado em parreimig&lios municipios de Petrolina e Santa
Maria da Boa Vista — PE, além de outros municipiasBahia. Inspec¢des fitopatoldgicas
realizadas no ano de 2001 no Municipio de JaguartdDE comprovaram a ocorréncia do
cancro bacteriano nas variedades Red Globe, FléBnperior (Freire & Oliveira, 2001).

Em julho de 2006, em planta¢gdes de uva de Boa ViR, verificou-se a presenca
de plantas com sintomas de cancro e necrose rasfalestes realizados pelo laboratério
de Fitopatologia da Embrapa confirmaram o primegtato do cancro bacteriano da videira

em Roraima e o quinto relato da bacteriose no Brasiplantagbes de uva em Boa Vista



tém sido estabelecidas com material propagativanda de Petrolina — PE, local de
ocorréncia da bacteriose e esta pode ter sidonaafale introducédo da doenca no Estado
(Halfed-Vieira & Nechet, 2006).

A introducdo do patdogeno no Brasil ocorreu provaesite por meio de material
propagativo originario da india (Malavolta &t al, 1999). Segundo Freire & Oliveira
(2001) o patogeno foi introduzido inadvertidamemier produtores do Vale do Sé&o
Francisco, diretamente da india, através de estdaagariedade Red Globe. Estudo de
variabilidade genética, realizados por Trindadeal (2005), mostraram que os isolados
brasileiros e o isolado tipo NCPPB 2475, da indimssuem perfis gendmicos semelhantes,
0 que suporta a hipétese para esta via de introduca

Com a ocorréncia e a elevada incidéncia do canewebano, praticamente
eliminou-se a producéo da variedade Red Globe g&&edo Vale do Sao Francisco (Gava,
2006). O principal prejuizo verificado nas varieglduscetiveis a doenca foi a reducédo na
producédo. Plantas infectadas, geralmente, produmahos com sintomas de cancro no
engaco, inutilizando os frutos para a comerciafizagem 1999, 100 ha de videiras em
producédo foram erradicadas no Vale do Séo Frang¢ldom et al, 1999). As perdas na
regido de Petrolina, foram estimadas em mais dell®es de reais em 120 ha (Araujo,
2001).

Em levantamento realizado no inicio do ano de 280gervou-se a presenca de
sintomas da doenca em 17 de 18 das propriedadeslas com incidéncia variando entre
10 e 100 % nas parcelas amostradas da cv. Festerdre 92 e 100 % nas areas com Red
Globe (Lopes & Nascimento, 2004).

Segundo a Instrucdo Normativa SDA n° 38, de 14 weboo de 1999Xcv é
classificada como praga quarentenaria A2. As Pr&amentenarias A2 sdo aquelas de
importancia econdmica potencial, j& presentes nis, p@as que ndo se encontram
amplamente distribuidas e estdo sob programa lofleizontrole. Essa IN, assim como a
Instrucdo Normativa n® 9 de 20 de abril de 200&Gkedeécem medidas de prevencéo,

controle e erradicacédo do patdgeno.



3.2- Sintomatologia

Nas folhas as lesdes sdo escuras, pequenas (1m),2amgulares, distribuidas de
forma esparsa~gura 1), mas podendo ocorrer em grande niumero ao redanetguras ou
de ferimentos, circundadas ou nao por halo amarefaidha & Moreira, 2002). Quando
coalescem causam crestamento e destruicdo de & teygsdes do limbo foliar. Em alguns
casos também pode ocorrer formacdo de manchasaset@ardacentas, semelhantes as
causadas poXylophilus ampelinugFreire & Oliveira, 2001), agente causal da quetaa
videira, doencga ainda néo relatada no Brasil (Mesdl Fonseca, 2005). Em estadios mais
avancados de infeccédo, as folhas tornam-se amarekeem.

Mais tarde os sintomas podem surgir nas nervurasipais € nos peciolos das
folhas, como manchas escuras alongadas e irreguae sem seguida, evoluem formando
cancros. Em ramos verdes, surgem estrias e/ou @sredturas irregulares, cujas areas,
posteriormente, tornam-se necréticas e com fendi#maos longitudinais de colorag¢do negra
gue, com o agravamento da infeccdo, gradualmdatgam-se expondo os tecidos internos.
A infecgdo pode atingir o sistema vascular da platdrnando-se sistémica. Em corte
longitudinal de ramos infectados, principalment®xpnos aos cancros, constata-se a
presenca de descoloracéo vascular, em uma pegtenado (Lima & Moreira, 2002).

Na inflorescéncia ocorre necrose e 0s sintomasrmpadegir a partir da extremidade
em direcdo a base. Na raquis ou engaco dos caehifisam-se sintomas similares aos
observados em ramos, com a presenca de manchaasesca formacao de cancros. Em
bagas, podem ocorrer lesbes escuras e levemeatimadadas. Em cachos ja formados, ha
murcha de bagas, apds necrose da raquis e doglpsdi® ataque da doenca é mais intenso
nos frutos, quando a infeccdo ocorre no iniciordéficacdo, e os sintomas sdo constatados
na extremidade dos cachos ou no ponto de insergdpedunculo no ramo (Lima &
Moreira, 2002).



Figura 1. Cancro bacteriano da videira causadoXemthomonas campestips.
viticola, em cv. Red GlobeA- Lesdes angularesB- Escurecimento d
nervuras;C- Formacdo do cancro no caul®; Lesdes na gavinh&- Necros
nas bagas (L.C. Trindadelf- Seca da inflorescéncia @ Lesbes na raqt
(Limaet al, 1999).



A severidade dos sintomas da doenca varia segundoved de tolerancia da
variedade e segundo condi¢cdes ambientais. A valte®ed Globe e algumas variedades
sem sementes, principalmente aquelas oriundas dmpgdon Seedless, mostram-se mais
suscetiveis. Focos da doenca também foram ideutds nas variedades Italia, Festival,
Brasil, Piratininga, Patricia, Benitaka, Ribier, p8tior e Catalunha, entretanto com
incidéncia variavel, sobretudo em lItalia e Benitadiae apresentaram, inicialmente, maior
tolerancia a doenca, quando comparadas as outiadades (Lima & Moreira, 2002).

No Submédio do S&o Francisco, a incidéncia e erislade da doenca em variedades
suscetiveis tem sido maior no primeiro semestramm devido a ocorréncia de chuvas,
condicdo que propicia a disseminacdo e a penetdgdactéria na planta. Operacdes que
ocasionam ferimentos nas plantas, como desbrotal&, pealizadas nesse periodo, podem
favorecer a ocorréncia da doenca em variedadestdtes. O periodo seco € o mais

propicio para o manejo (Lima & Moreira, 2002).

3.3- Etiologia

O agente causal do cancro bacteriano da videiraifdalmente identificado através
de testes bioquimicos, fisioldégicos e de patogdade e classificado conféseudomonas
viticola sp. nov. (Nayudu, 1972). Posteriormente Dye (19p8)p0s alteracbes na
classificacdo designando-a coanthomonas campestiw. viticola (Nayudu) Dye.

Considerando a nomenclatura proposta por Vaugtral (1995; 2000), o patdgeno
deve ser referido com¥. sp. pv.viticola (Nayudu) Vauteriret al, uma vez qu&cv nao foi
incluida no sistema de reclassificacdo proposto188b. Garrityet al (2005) classificam
Xcvno DominioBacterig ClassegGammaproteobacterjfDrdemXanthomonadaled-amilia
Xanthomonadaceae GénercXanthomonasmas dentro das espécies incertas.

Em trabalho realizado analisando-se a regifpb (Regulacdo de Fatores de
Patogenicidade) na diferenciacdo de espéciesXalethomonas,Takita et al (2004)
observaram queXcv ndo apresentou esta regido, mostrando maior sidaitle comX.
axonopodigv. citri, sendo dessa forma agrupada com outras espéckentteomonasOs

autores concluiram quécvnao pertence ao grupo de patovareX.deampestris



Apesar de pertencer ao géneKanthomonas Xcv ndo produz o pigmento
xanthomonadina. Apresenta células em forma de meisto medindo de 1,2 a 2;Bn
(Nayudu, 1972), monocapsuladas, possuindo apenadlageio polar. As colbnias sdo
arredondadas, apigmentadas, convexas, brilhardesberdos lisos em meio agar-nutritivo,
oxidativas e gram negativascvnao produz pigmento fluorescente em meio Kingss &0
apresenta atividade de urease e oxidase, alénodihZar asparagina como unica fonte de
carbono e nitrogénio, nem apresentam inclusdesotig{hidroxibutirato. A tolerancia a
NaCl varia entre 1 a 2 %, segundo (Lietaal, 1999), entretanto Nascimergbal (2005a)
verificaram que cresce em até 3 %, sendo que aélétal. Xcv cresce bem em sais de
amonio e acido glutamico, embora seu melhor crestgionseja em caseina hidrolisada
(Nayudu, 1972). Produz &cidos a partir de glucosjose, galactose, trealose, celobiose e
frutose (Limaet al, 1999), mas ndo de dulcitol, glicerol, m-inosit@ctose, rafinose e
sorbitol. Malavolta Jret al (1999) ndo detectaram a producdo de &cidos & plart
celobiose. Seu crescimento médio se da por voltd8da 72 h, a 28 °& 33 °C, nao
crescendo a 41 °C (Malavolta ét.al, 1999; Limaet al, 1999). Nascimentet al (2005a)
verificou um crescimento 6timo entre 27 — 29 °Q oé&scendo a 40 °C. O pH 6timo é de
7,5. A reacdo de hipersensibilidade € negativa@ha$ de fumoNicotiana tabacuncv.
White Burley), mas positiva em folhas de tomatgcopersicum esculentumy. Santa
Clara) (Malavolta Jret al, 1999).

3.4- Diagnose

A diagnose do cancro bacteriano da videira podeesdizada com base na avaliagdo
dos sintomas, isolamento em meio de cultura, @iz de testes bioquimicos e testes de
patogenicidade.

Esforcos estdo sendo feitos no sentido de se dasenvnétodos de diagnostico
mais eficientes para a bacteriose, tais como metodaeculares e imunoldgicos. Nesse
sentido, Araujcet al. (2005) produziram anticorpos policlonais que sstnaram altamente
reativos contra o patdogeno, podendo ser empregamosdiagnéstico da doenca.

Paralelamente, Trindads al (2007) desenvolveram um método de deteccao niafede
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Xcv a partir do sequenciamento parcial do gemgpB e posterior selecdo de
oligonucleotideos iniciadores (“primers”) para usmm PCR (reacdo em cadeia da

polimerase).

3.5- Epidemiologia e controle

3.5.1- Epidemiologia

O cancro bacteriano da videira é uma doenca nowvaultara da videira no Brasil,
tendo sido relatada apenas na india, onde ndoassado grandes prejuizos (Nascimento &
Mariano, 2004). Apesar da importancia dessa baskri os primeiros estudos
epidemioldgicos no Brasil, foram realizados recewtete por Nascimentet al (2005b),
gue propuseram uma escala diagramatica para @a@lidgs sintomas e severidade da
doenca.

Segundo Robbs & Neto (1999) a infeccéao Xt ocorre por meio de aberturas
naturais ou micro injurias nos tecidos ainda vewiegiloplano deV. vinifera A bactéria
sobrevive de um ciclo para o outro em plantas taftas, ou como epifitica em 6rgdos da
parte aérea de plantas, em condi¢cdes de umidadepertaturas elevadas.

Além de infectar videira,Xcv também infecta naturalmente plantas de neem
(Azadirachta indica,Meliaceae),Phyllanthus maderaspatensfgEuphorbiaceae) (Nayudu,
1972).

Em trabalho de levantamento do cancro bacterianwidigira em parreirais do
Submeédio do Vale do Sdo Francisco também se ohsenfeccdo natural dé&cv em
plantas invasoras comdélternanthera tenella Amaranthus sp., Glycine sp., Senna
obtusifoliag Mormordica charantiee Phyllanthussp. (Peixotcet al, 2006).

No Brasil inoculacdes artificiais em mangueirMaqgifera indicd, cajueiro
(Anacardium occidentale caja-mangaSpondias dulcis umbuzeiro $pondiaguberosa)e
aroeira Bchinus terebenthifolijsresultaram em infec¢bes caracteristicas, apesar d
infeccdes naturais ndo terem sido registradas siessgaecies (Aradjet al, 1999). Em

plantas de neem foram observadas lesGes necrésieadp possivel o reisolamento da
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bactéria em cultura pura (Moreied al, 2006). Também a partir de inoculacdes artificiai
Peixotoet al (2006) observaram sintomas tipicos do cancro kmtgs invasoras como
Chamaesyce hirtderva-de-santa-luziaDactyloctenium aegyptiurtL.) Willd (capim-pé-
de-galinha) Eragrostis pilosacapim-meloso)Euphorbiaprostata(quebra-pedra rasteiro) e
Pilea sp. (madrepérola). Por outro lado, Braga & Fear€000) ndo observaram sintomas
da doenca inoculando-se artificialmente a bacténm plantas de fumo, cebola, tomate,
beterraba, cenoura, repolho, pepino, soja, feijdlfaece.

Dessa forma, o neem aparece como um hospedeimnadit® do patdgeno que pode
servir como fonte de in6culo. Na india, o neem tmié utilizado como quebra-vento e seu
extrato como inseticida natural. A infeccdo destenta porXcvleva a manchas foliares e
cancros em ramos e peciolos, sintomas semelhangesbservados em videira (Lima &
Moreira, 2002).

A maioria dessas espécies potencialmente hospedkiXcy ocorrem naturalmente
no Submédio do S&o Francisco, outras sdo amplaroeltiteadas em todas as regiées como
a mangueira (Lima & Moreira, 2002). Robbs & Net849%), levantaram a possibilidade de
um ciclo epifitico deXcv em mangueiras, devido as semelhancas na sintomiatodo
epidemiologia entrXcve X. campestripv. mangiferaeindicae.

As principais fontes de in6culo sdo células baates liberadas dos cancros e
veiculadas por meio de gotas de agua a média e distancias, infectando tecidos
suscetiveis que surgem em funcdo da poda. Taisosargpresentam importante nicho de
sobrevivéncia, onde o patdgeno permanece latemerte na estacdo seca, passando a
exsudar abundantemente com as chuvas (Robbs & Ng98).

A disseminacdo da bactéria também pode ocorrevéstrde restos de cultura
infectados e deixados no pomar. Da mesma forma pedveiculada em roupas, veiculos,
contentores, tesouras, canivetes e luvas ndo dstdbs utilizados na colheita de frutos de
plantas doentes. Tratos culturais como desbrowdg, p@leio de bagas, colheita, torcdo de
ramos, capina, gradagem, rocagem, pulverizacdeplieagio de herbicidas por barra
favorecem a disseminacéo da bactéria no parréinaligacdo do tipo sobrecopa, tais como,
a aspersao convencional e pivd central também daear a distribuicdo da doenca
(Nascimento & Mariano, 2004).
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Apesar do curto periodo chuvoso na regido do Suiom&@o Francisco, a
disseminacdo da bactéria ocorre mais rapidamerdeirdeccdo pode ser mais intensa
durante esse periodo. O vento seco ndo dissemiratéaria, sendo necessario sempre a
presenca de agua. A transmissdo do cancro bacetertro do pomar pode ocorrer mais
rapidamente que entre pomares. Todos 0s agentéwiohentos sdo importantes para a
penetracdo de bactéria destacando-se os tratesaisile ventos fortes (Lima & Moreira,
2002).

Apés a penetracdo, a bactéria multiplica-se rapésden colonizando os espacos
intercelulares e atingindo o sistema vascular, aérahsmitida a todos os 6rgéos da planta
(Nascimento & Mariano, 2004). Fatores como tempeaatem torno de 25 a 30 °C e alta
umidade relativa do ar proporcionam condicdes fawis ao desenvolvimento do
patogeno.

Nascimentoet al. (2000) observaram que mesmo apoés a eliminacgada aérea,
de plantas da cv. Red Globe infectadas cdav, os ramos emitidos apds brotacao
apresentavam sintomas da doenca caracterizandiecgdo latente em porta-enxertos da cv.
Tropical 572, até entdo ndo relatado. No mesmo lama & Ferreira observaram que
plantas da cv. Red Globe enxertadas com Tropicalcdom 100 % de infeccdo décv
apresentavam infeccdo latente dos porta-enxertbser@aram também que as plantas
mesmo apos recepa, eliminando a copa suscetivebsterior enxertia com a mesma
cultivar, a doenca reincidia.

Os sintomas em variedades suscetiveis sdo obseragiis a primeira poda, na
floracdo, inicio da frutificacdo na fase de churhbinno raleio das bagas e, em alguns
casos, na maturacao dos cachos e na fase de r¢ponad Moreira, 2002).

Araujo (2001) propds que a fase parasiticaXde ocorre no periodo chuvoso no
semi-arido do Sao Francisco, periodo que vai deembvo a marco, quando surgem
sintomas foliares permanentes, fornecendo fontm@mulo para a disseminacéo local. Na
estacdo seca ndo se observam sintomas devido @addéague o patdgeno sobrevive
protegido no interior dos tecidos vegetais e/oucepifita (residente) sobre as folhagens da
videira.

O patogeno pode ser disseminado a longas distamtiasluzido em parreirais

isentos da doenca, veiculado por mudas ou bag#lesados, os quais irdo originar plantas
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doentes (Araujo, 2001), tanto em material de capaccde porta-enxerto (Lima & Moreira,
2002).

Ramos e folhas de videira com e sem sintomas dera@amevelam intensa
colonizacao deXcv (Araujo et al, 2004). Observacdes feitas ao microscopio elietdde
varredura permitiram confirmar que as células besctas aderem aleatoriamente as
superficies vegetais por meio de fixagdo apolar momocamada, raramente formando
agregados e que maior frequéncia dessa adesae sobine nervuras e tricomas, no limbo
foliar. Assim, pressupde-se que, uma vez as bast&iingindo um sitio favoravel, sua
habilidade de resistir & remog¢ao constitui-se emagem seletiva, sendo responsavel pelo
aumento e estabilidade da populacédo residente jeAra001). Essas populacdes constituem
importante fonte de in6culo do patégeno. Teciddsrims de folhas, ramos e peciolos
mostram perda de integridade celular devido a pgesele matriz polissacaridica. Esta
observacdo pode ser um indicativo da formacabiafdmes (Costertoret al, 1995) em
Xcvo que podera ser investigado em estudos futuros.

Através da imunomarcacdo com particulas de ouravjére colaboradores (2004)
verificaram a presenca de densa massa bacteriangecidos do parénquima xilematico,
levando a uma maceracdo dos tecidos devido a desfdm da parede celular do
hospedeiro, 0 que ocasiona um congestionament@uwe r@os tecidos infectados. Com o
progresso da doenca o patdgeno multiplica-se npaces intercelulares, alcancando o
parénquima, feixes vasculares do xilema e floenjacadtes caracterizando a colonizacéo

sistémica da bactéria.

3.5.2- Medidas de controle

O manejo para esta doenca é complexo devido a @aséa produtos registrados
(Gava, 2006). A fase critica para estabelecertégtess para o manejo do cancro da videira
€ a época das chuvas, quando os parreirais devanpestegidos (Nascimento & Mariano,
2004).

A Embrapa Semi-Arido propds a implantacdo do moaitento de doencas na

cultura da uva no Submédio do Vale do Sdo Francigsando reduzir 0os prejuizos
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provocados por patégenos aumentando, assim, axeshale sucesso das medidas de
controle e a racionalizacdo no uso de agrotoxieda peducdo no numero de aplicacbes
(Tavareset al, 2001).

3.5.2.1- Controle cultural

A recomendacdo de manejo em pomares ja afetaf@dita €om base em praticas que
visam interferir no ciclo da doenca, principalmenge sobrevivéncia e disseminacdo da
bactéria (Mariano, 2006).

Material propagativo e mudas constituem os meios ef&cientes de disseminacao
do cancro bacteriano, principalmente a longas &8, o que reforca a necessidade de
rigorosa inspecéo fitossanitaria. Além disso, augdgéncias fitossanitarias sao feitas, pela
Instrucdo Normativa n°® 09 de 20 de abril de 2006ga@ medidas de prevencao, controle e
erradicacdo deXcv e fixacdo de normas sobre exigéncias, critéripsoeedimentos, tais
como:

a. Coleta de material contaminado para diagnostitéaboratorio oficial;

b. Se confirmada a incidéncia da bactéria, aphuedida de erradicacdo (poda drastica ou
eliminacéo total das plantas);
Tratamento das plantas podadas com 0,1 % de owdtélico;

d. Inspecdes periddicas em plantas remanescentesraunvizinhas as podadas e/ou
erradicadas a cada 8 dias, durante 60 dias;

e. Cumpridas as exigéncias deve-se liberar as foress

f. Obediéncia a legislacdo de sementes e mudastaguanproducdo de material
propagativo;

g. Proibicdo do transito de plantas de videira & suartes das propriedades ou talhdes
onde for constatada a doenca;

h. Adocao de exigéncias para variedades e culvarscetiveis a bacteriose, tais como:
» Material para enxertia sem sintomas;
= Viveiros cercados e com pédilivio na entrada;

» Restricdo de pessoas estranhas ao interior doajvei
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» Desinfeccdo de equipamentos e ferramentas coml dbctado;

i. Para mudas certificadas (com CFO — CertificaiosBanitario de Origem) observa-se o
seguinte:
* Producdo em ambiente protegido;

» Laudo laboratorial para ausénciaXim..

A verificacdo da ocorréncia da doenca no parreial estagios iniciais facilita o seu
manejo. O parreiral deve ser mantido sem plantagsoras visando eliminar possiveis
hospedeiros alternativos do patdgeno (Lima, 2002).

A poda de producdo, cuja finalidade é asseguragalaridade das colheitas em
guantidade e qualidade, mantendo a planta em legoiliegetativo, deve ser programada de
modo a evitar que os estadios compreendidos erdtacio e chumbinho coincidam com o
periodo de chuvas. Na india podas de cultivo airpdet segunda semana de outubro
possibilitam um maior escape da doenca nas aredsitpras (Chaneét al.,1991). Outras
medidas que devem ser consideradas no controleoelacal sdo o desbaste e o raleio
(Mariano, 2006).

3.5.2.2- Controle quimico

Como citado anteriormente, 0 manejo da doencateenmuito complexo devido a
auséncia de produtos registrados (Gava, 2006).etanto, recomenda-se a aplicacao
preventiva de compostos cupricos (Malavolteedal, 1999). Dessa forma, muitos ensaios
com termoterapia de bacelos, indutores de resiat@antibioticos buscam alternativas de
manejo da doencga para as regides produtoras (L2p@s).

Na regido do Vale do S&o Francisco (Polo Petrolinduazeiro) recomenda-se a
aplicacdo de varios produtos fungicidas/bactergif@uadro 2), tais como: Kasumin,
combinacdo de Manzate + oxicloreto de cobre, C@tlr@ezcombinacédo de Midas + Kocide.
Vale ressaltar ainda que esses produtos ndo damdds exclusivamente no controle do
cancro bacteriano. Os produtores visam controlangas fungicas, como o oidio, o que

indiretamente auxilia no controle do cancro baateri(comunicacéo pessoal).
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Quadro 2. Produtos quimicos mais utilizados em videira noeVdb Sao Francisco

(comunicacao pessoal).

Produto Composicao Classe Grupo quimico
Kocide* Hidroxido de cobre  Fungicida/bactericida Cdrprico
Hokko Cloridrato de Fungicida/ .
_ o o Antibiotico
Kasumin Kasugamicina Bactericida
Manzate Mancozeb Fungicida Ditiocarbamato
Oxicloreto de cobre + o Cuprico e
Cuprozeb Fungicida N
Mancozeb ditiocarbamato
_ Famoxadone + o Oxazolidinedionas e
Midas Fungicida N
mancozeb ditiocarbamato

*Dados referentes aos produtos, fonte: Andrei (2005

3.5.2.3- Controle genético

A utilizacdo de variedades resistentes € ainda asnnttodos mais eficientes para
controle de fitobacterioses. Chand (1992), buscdiothbes de resisténcia genética em
videiras aXcy, testou 14 espécies dtis ; espécies de sete géneros pertencentes a familia
Vitaceae e 73 cultivares dé viniferae V. labruscaem condi¢cbes de infeccdo natural e
inoculacéo artificialV. viniferase mostrou altamente susceptivel, enquanto ouémergs,
tais como,Ampelocissusp., Ampelopsissp., Cissussp. eLeeasp. e algumas espécies de
Vitis comoV. champini, V. rupestris, V. candicans e V. ciadogam altamente resistentes.
Cultivares sem sementes d& vinifera foram mais suscetiveis quando comparados a

cultivares com sementes.
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Na avaliacdo de genotipos de videira quanto atéesign aXcv, Aguiaret al. (2001)
observaram que dentre as variedades testadase apigsentaram menor indice de infecgcéo
foramV. shuttleworthisSeyne Villard &/. jacquemonti

Malavolta Jr.et al. (2003) avaliaram a reacdo de variedades de sigeirtencentes
as espécie¥itis viniferae V. labruscax V. vinifera(hibrido) aXcv, por meio de inocula¢des
artificiais. As avaliacOes foram realizadas atrad@gscala de notas variando de 0 a 4, trinta
dias ap0s a inoculacéo, e mostraram que as vads@dadliadas diferiram quanto ao grau de
resisténcia a bactéria. Os hibridos\ddabruscax V. vinifera(Niagara Branca e Niagara
Rosada) destacaram-se pelos baixos indices deidseleerde doenca apresentados e as
variedades d¥. vinifera(Red Globe, Benitaka, Rubi e Italia) mostraram asones indices
de severidade de doenca. Em valores absolutos, ior madice de severidade foi
apresentado pela variedade Red Globe. Mesmo sendari@adades d¥. viniferaas mais
suscetiveis a esse patdgeno, 0s resultados maostgua esse patdégeno também pode
infectar os hibridos d€. labruscax V. vinifera

A Instrucdo Normativa n® 09, de 20 de abril de&@G@forma sobre os graus de

suscetibilidade pardcvnas diferentes variedades de vide@addro 3).

Quadro 3. Graus de suscetibilidade de variedades e culdvdeevideira aXanthomonas

campestrigv. viticola*.

Cultivares Grau de suscetibilidade
Red Globe alto
Thompson médio
Benitaka médio
Festival médio
Sonaka médio
ltalia medio
Rubi médio
Niagara Rosa baixo
Niagara Branca baixo
Princés baixo

*Fonte: Instrucdo Normativa n° 09, de 20 de al®ik606
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OBJETIVOS

O cancro bacteriano € hoje uma das doencas magstanpes para a viticultura no
Brasil. Desde 1998, o Laboratério de FitopatolapaUnB tem mantido uma Colecdo de
isolados de Xanthomonascampestris pv. viticola, visando sua caracterizagdo e o
monitoramento da sua variabilidade na regido agdaio tempo. Desta forma, buscando
maior conhecimento sobre variabilidade do patdgenseu comportamento quanto a
tolerdncia aos cupricos, produtos que vem senddaamepte empregados no controle da
doenca, foram objetivos deste trabalho:

(1) Caracterizar a diversidade genética de isola@osanthomonas campestrnsy.
viticola coletados entre os anos de 2003 e 2006, compacndmos isolados ja
caracterizados, coletados entre 1998 e 2001.

(2) Determinar niveis de tolerancia ao cobre edadks deXanthomonas campestris

pv. viticola representativos de diferentes épocas, de 1998@&e€@reas de coleta.

(3) Detectar e caracterizar, exanthomonas campestr. viticola, a presenca de

regides homologas ao gecapAque confere resisténcia ao cobreXamthomonaspp.
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CAPITULO 2
VARIABILIDADE MOLECULAR EM XANTHOMONAS CAMPESTRIS PV.

VITICOLA

1- INTRODUCAO

No Brasil observa-se um grande crescimento deultitira e expansdo da fronteira
agricola para novas areas, tais como a regido o déaSao Francisco, que ja se destaca
atualmente como pdlo produtor da viticultura trapi¢-reire & Oliveira, 2001; Camargo,
2003).

Com a expanséo da producdo de uvas aumenta taml@portancia das doencas
gue ocorrem nessa cultura. Dentre as varias dgeoncaancro bacteriano causado por
Xanthomonas campestiw. viticola (Xcv), tem se destacado tanto pelos prejuizos causados
guanto por sua distribuicdo, restrita a somentenads regides produtoras no nordeste
brasileiro.

A publicacdo da estrutura do DNA é consideradaocammas das sete maiores
descobertas cientificas da Histéria. A partir detdentécnicas avancadas foram
desenvolvidas, compondo o que é conhecido hoje @oBiotecnologia Moderna. A cultura
da videira, assim como muitas outras culturas, fimamm-se das tecnologias surgidas com
esta descoberta e atualmente experimenta o estégiovestigacdo em escala genbémica
(Ravers, 2003).

Com o advento da técnica de PCR (Reacdo em Cdddralimerase), descrita por
Saiki et al (1988), que utiliza a amplificacdo enzimatioavitro direcionada por “primers”
na sintese de milhdes de cépias de uma sequératentidica (Batista, 1993), foi possivel o
desenvolvimento de muitas ferramentas, entre elas nwarcadores moleculares,
possibilitando a caracterizagéo, facilitando a pesgna avaliagcdo da diversidade genética
de populacdes de microrganismos (Lowtval, 1999).

As tecnologias de anélise molecular da varialdiéddo DNA permitem determinar

pontos de referéncia nos cromossomos, tecnicand@rteminados de marcadores. Um
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marcador é todo e qualquer fendtipo molecular didude um gene expresso. Diversas
técnicas de biologia molecular estdo disponiveig lp@ara a deteccdo de variabilidade
genética ao nivel de seqiiéncia de DNA, ou seja, paleteccdo de polimorfismo genético
(Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Dessa forma a diversidade de grandes populactés ger avaliada de maneira
relativamente eficiente utilizando marcadores. 8dgu_ouwset al (1999) a diversidade se
refere ao grau de variagdo genética dentro de popes bacterianas. Os estudos de
diversidade baseada em PCR sdo geralmente reaizado“primers” universais que geram
“fingerprints” (impressdes digitais). Trés protaa®ltém sido comumente empregados para
“fingerprints” em fitobactérias: “primers” arbitiés ou randdomicos que amplificam regides
polimérficas do DNA (AP-PCR e RAPDs — Random Anmiptif Polymorphic DNA) (Louws
et al, 1999), e baseados em sequéncias repetitivaPC8) (Versaloviet al, 1991).

Os estudos de homologia de DNA e o sequenciantBnf@NA ribossomal formam
a base para diferenciacdo e classificacdo de mtao nivel de espécie. Entretanto, a
analise da sequéncia 16S RNA mostra variabilidewi¢alda e ndo tem resolucdo suficiente
para diferenciamento de todas espécies. Em contidipaa alta correlacao entre estudos de
homologia de DNA-DNA, rep-PCR e AFLP (Amplified graent Length Polymorphism)
sugere que estes métodos podem ser consideradas wom ferramenta na sistematica
bacteriana (Rademaket al., 2005).

A analise de rep-PCR foi desenvolvida com baseocm@réncia de sequiéncias
repetitivas conservadas denominadas: REP (Repetixtragenic Palindromic), ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consenseiglementos BOX, distribuidas ao longo
do genoma de diversas bactérias. Os protocoloshsinados de REP, ERIC e BOX-PCR,
respectivamente, e rep-PCR em geral (Loata., 1994).

Essas regides conservadas estdo amplamente dgdsb em isolados
fitopatogénicos deXanthomonas e Pseudomonasilizando os “primers” REP, ERIC e
BOX em isolados pertencentes a esses géneros, Leunak (1994) observaram que a
distribuicdo dessas sequéncias reflete sua estrgemoémica, aléem de ser uma técnica
simples e reprodutivel na identificacao e clasaifio de isolados desses géneros. De Bruijn

et al (1996) consideram rep-PCR um método simplesagnalite reprodutivel na distincéo
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de isolados relacionados, na deducao de reladdgsriéticas e nos estudos da diversidade
em uma variedade de ecossistemas.

As possiveis funcbes destas sequéncias aindais@atidhs, entretanto algumas
podem ser consideradas, tais como: degradacdo db RBhsageiro (estabilizacdo),
estrutura cromossomica, recombinacao (Seéeral, 1984) e regulacdo da expressao génica
(Higgins et al, 1982). Outros estudos sugerem que estas seg8iérsido também
envolvidas na ligacdo de proteinas especificasNi& polimerase | (Gilsoret al, 1990) e
DNA girase (Yang & Ames, 1988). Entretanto, comtadd anteriormente a funcédo real
destes elementos repetitivos ainda € um enigmeae(Rakkret al,, 2005).

As sequUéncias nucleotidicas conservadas chamadd&ER foram descritas pela
primeira vez entscherichia colie Salmonella typhimuriunfHigginset al, 1982) ocupando
até 1 % de seus genomas (Seral, 1984). Também séo referidas como PUs (Palingromi
Units) (Gilsonet al, 1990). Estas sequéncias possuem mais ou menagciotideos, na
regido central uma inverséo repetida e podem aciso&damente ou em mdltiplas cépias
adjacentes (Steret al, 1984).

A segunda familia de elementos conservados ER4@\bém conhecidas por
Intergenic Repeat Units (IRUs), também foram déssriinicialmente em regides
intergénicas dos cromossomoskilecoli e S. typhimuriumentre outras espécies (Sharples
& Lloyd, 1990). Apresenta uma sequéncia de 126 pghngbém uma sequéncia central
invertida, além de caracteristicas semelhantesE®, Rpesar de a seqiéncia nucleotidica
ser completamente diferente. Sua localizagdo @welrientre as espécies (Hulten al,
1991). A funcéo especifica dessas sequUéncias a@ndiascutida (Hultonet al, 1991;
Sharples & Lloyd, 1990).

Os elementos BOX consistem de varias combinagéds2d subunidades: BOX A,
BOX B e BOX C, com 59, 45 e 50 nucleotideos, rettp@mmente, e foram descritos
primeiramente enstreptococcus pneumonidilartin et al, 1992). Estudos realizados por
Koeuthet al (1995) indicam que a subunidade BOX A parececeaservada em muitas
espécies bacterianas, demonstrando a utilidadesiess|liéncias repetitivas no estudo em
microrganismos. Podem estar relacionados com mosede transformacao ou viruléncia,

ou seja, como elementos regulatérios®rpneumoniaéMartin et al, 1992).
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A aplicacdo do rep-PCR como uma ferramenta exausa definicdo de espécies
ndo € aconselhavel. Em contrapartida, os dadosagerela técnica de rep-PCR permitem
uma avaliacdo detalhada da diversidade genéti¢eess rsub-especificos. Com isso podem
ser gerados bancos de dados de padrdes genOmieopagiem ser utilizados para
comparacao (Rademaketral, 2005).

Como rep-PCR é um método utilizado na distincadsdé&ados relacionados, na
deducdo de relacbes filogenéticas e no estudo \dasiiade genética, muitos trabalhos
reportam essa utilidade em varios géneros e espéagterianas, tais como: na identificacéo
e classificacdo de isolados &hizobium melilotie outras bactérias de solo (De Bruijn,
1992); na diferenciacdo de isolados relacionadddrdeyrhizobium japonicunJuddet al,
1993); na identificacéo e classificagdo de isolatkysanthomona® Pseudomonad_ouws
et al, 1994); na analise da diversidade genéticaRdkstoniasolanacearum(Horita &
Tsuchiya, 2000); e na diferenciacdo de fontes hasiananimais de contaminacédo fecal
comE. coli (Dombeket al, 2000).

Visando confirmar e refinar o esquema de clasgifio atual deX. translucense
identificar novos isolados de aspargo ornamentaflefakeet al (2006) utilizaram perfis
de rep-PCR. Os perfis gerados foram comparados periis de um banco de dados
englobando varios outras patovares. Este estudddaca caracterizacdo e diferenciacao
dos isolados de aspargos coMotranslucengv. undulosa além da redefinicdo de varias
outras patovares.

Ainda no génerocXanthomonasKaur et al. (2005) utilizou rep-PCR, entre outras
técnicas, para elucidar a estrutura populaciomatelacionamento intrapatovar de isolados
bacterianos de diferentes partes da InigiX. axonopodigpv. cyamopsidisagente causal da
ferrugem em feijdo de corda. Em seus estudos pmdelmservar uma variacdo tanto na
patogenicidade quanto na estrutura genética ddagdm) sendo que o alto grau de variacdo
genética revelado pelos marcadores deve ser coadadena procura por fontes de
resisténcia. Além disso, nenhuma correlacdo podelsservada com respeito a area de
coleta, sugerindo que o patogeno foi difundidorpero de germoplasma contaminado.

Isolados deXanthomonasde alho foram caracterizados por Gemtal (2004)

utilizando varias técnicas, incluindo rep-PCR. @sfip gendmicos gerados pela técnica
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foram altamente conservados e representaram une femramenta na investigacao da
disseminacao d¥. axonopodigv. allii por sementes entre diferentes regides produtoras.

A diversidade genética @& campestrigv. vitians foi avaliada com varias técnicas,
entre elas a de rep-PCR por Barak & Gilbertson 3208 anédlise com o marcador mostrou
gue a populacdo estudada foi homogénea, e quespodéstinguida de outras patovares.

Visando comparar técnicas de “fingerprints” gen@sjccomo AFLP e rep-PCR,
com estudos de homologia de DNA-DNA no gén¢amthomonasRademakeet al. (2000)
observaram uma alta correlacédo entre as diferéétescas de “fingerprints”, uma vez que
revelaram uma alta correlacéo filogenética e gpiwatidos organismos. Com iSsO esses
padrbes podem ser utilizados na determinacéo @asithade e na estrutura filogenética das
populagdes bacterianas.

Em X. fragariag rep-PCR também foi util na identificacdo de idoks de campo,
sendo considerado uma ferramenta no desenvolvimdatonétodos de deteccdo a ser
utilizado na producéo de mudas de morango livredogaca (Opgenortt al, 1996).

Para isolados d¥. campestrigv. vesicatoria,rep-PCR foi utilizada por Louwst
al. (1995). A técnica permitiu identificar quatro gépos distintos em meio a isolados ndo
identificados dessa patovar.

Uma caracterizacdo molecular de 41 isoladoX.dmmpestripv. viticola, coletados
entre 1998 e 2001, foi realizada por Trindatlal (2005) e estes foram comparados através
da analise combinada dos padrdes obtidos com oee”’ REP, ERIC e BOX. Observou-
se alta similaridade entre a maioria dos isoladesXal e foi possivel distingui-los de
isolados de outras patovares danthomonasO polimorfismo observado com a técnica
permitiu a diferenciagdo de cinco subgrupos ensrasolados brasileiros, sem nenhuma
correlacdo com a cultivar de origem, local ou épiteaoleta.

Além do rep-PCR, outra técnica que pode ser erageega identificagdo de isolados
e caracterizacdo da diversidade genética em fitébhas € o ITS-PCR, que consiste na
utilizacdo de “primers” conservados dos genes sibosis 16S e 23S para amplificar os
espacos transcritos internos (Jenseal, 1993). A regido ITS entre os genes 16S e 23S do
rRNA pode incluir varios genes do tRNA e regides oadificadas (Louwst al, 1999).

Para a definicdo gendmica de espécies e estuddisatsidade genética, utiliza-se a
amplificacdo por PCR (ITS-PCR) e posterior restrig¢om endonucleases (RFLP —
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Restriction Fragment Lenght Polymorphism). A téande RFLP faz uso de enzimas de
restricdo para fragmentar o DNA (Batista, 1993)eAgimas de restricdo também chamadas
de endonucleases de restricdo, reconhecem umans&ii®e bases especifica na dupla
hélice de DNA e cortam ambas as fitas, em sititeragnados.

A utilizacdo de analises do rDNA amplificado aliach andlise de restricao tem sido
relatada em vérios trabalhos. O relacionamentgdit@tico entre 77 isolados bacterianos de
Pseudomonas syringaPseudomonas viridiflavéoi avaliada por RFLP dos genes errl
e da regido ITS1. A técnica de ITS-RFLP permitiseslbar queP. syringaepv. tomato
formam um grupo homogéneo que é filogeneticamerstintd de outras patovares e da

espécieP. viridiflava (Manceau & Horvais, 1996).

OBJETIVOS

Considerando a ocorréncia do cancro bacterianoddéra no Brasil desde 1998, os
prejuizos causados por esse patdgeno e a imparténcise monitorar a variabilidade das

populacdes ao longo dos anos, foram objetivos diedialho:

(1) Caracterizar, através da técnica de rep-PCRsaados deanthomonas campestris
pv. viticola coletados entre os anos de 2003 e 2006 e corygzacém isolados ja

caracterizados por Trindaééal. (2005).

(2) Confirmar a variabilidade observada com o us@atro marcador molecular, o ITS-
RFLP.
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2- MATERIAL E METODOS

2.1- Local e periodo de realizacao dos trabalhos

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratorio depgiologia do Instituto de

Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasiliagukeibro de 2005 a marco de 2007.

2.2- Isolados bacterianos

Os isolados d&Xanthomonas campestns. viticola foram obtidos de amostras de
videira coletadas na regido do Vale do Sdo Framcedou recebidas para analise no
Laboratorio de Fitopatologia — UnB. No presenteidstforam utilizados 27 isolados de
videira (Tabela 1, isolados de 1 a 27). Outras 5 estirpes, da Coleg Bactérias
Fitopatogénicas do Departamento de Fitopatologi&aersidade de Brasilial ébela 1,
isolados de 29 a 33), foram selecionadas e indyid@a vez que se mostraram 0s mais
divergentes em estudo de caracterizacdo da valeid genética realizado anteriormente
por Trindadeet al. (2005). A estirpe tipo (NCPPB 2475), originariaiddia, obtida junto &
National Collection of Plant Pathogenic Bacteriantal Science Laboratory (Sand Hutton,
York, Reino Unido, import permit n°05227) também ifcluida neste estudo, totalizando
33 isolados bacterianos.
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Tabela 1.Designacéo, origem e ano de coleta dos isoladds&d#omonas campestiis.

viticola utilizados neste estudo.

Designacgéo - Origem Ano de Coleta
Cultivar Local de coleta

1|UnB 1292 cv.Red Globe Projeto Mandacaru, Juazeiro — BA 2003
2 | UnB 1293 cv.Superior x IAC 766 Faz. Vale das Uvas — PE 2003
3 | UnB 1294 cv.Thompson x Paulsefraz. Boa Esperanca, Petrolina — PE 2003
4 | UnB 1295 cv.Festival Projeto Bebedouro, Petrolina — RE 2004
5 | UnB 1296 cv.ltalia PISNC, Petroli7na — PE 2004
6 | UnB 1297 cv.Festival PISNC, Petrolina — PE 2004
7 | UnB 1298 cv.ltalia Faz. Mariad, Petrolina — PE 2004
8 | UnB 1299 cv.Thompson Faz. DAN, Petrolina — PE 2004
9 | UnB 1300 cv.Festival Faz. Frutirenda, Petrolina — PE 2004
10{UnB 1301 cv.Thompson Petrolina — PE 2004
11|{UnB 1302 cv.Thompson Petrolina — PE 2004
12| UnB 1303 cv.Festival Faz. Frutirenda, Petrolina — PE 2005
13| UnB 1304 cv.Festival Faz. Frutirenda, Petrolina — PE 2005
14| UnB 1305 cv.Festival Faz. Frutirenda, Petrolina — PE 2005
15| UnB 1306 cv.Festival Faz. Frutirenda, Petrolina — PE 2005
16| UnB 1307 cv.Festival Faz. Frutirenda, Petrolina — PE 2005
17| UnB 1308 cv.Festival Faz. Frutirenda, Petrolina — PE 2005
18| UnB 1309 cv.Festival Faz. Frutirenda, Petrolina — PE 2005
19| UnB 1310 cv.Festival Faz. Frutirenda, Petrolina — PE 2005
20| UnB 1311 cv.Festival Faz. Frutirenda, Petrolina — PE 2005
21|UnB 1312 cv.Festival Faz. Frutirenda, Petrolina — PE 2005
22| UnB 1313 cv.Festival Faz. Frutirenda, Petrolina — PE 2005
23|UnB 1314 cv.Red Globe Faz. Boa Esperanga, Petrolina - PE 5 200
24|UnB 1315 cv.Red Globe Faz. Boa Esperanca, Petrolina - PE 5 200
25| UnB 1316 cv.Red Globe Faz. PECEL, Petrolina — PE 2005
26| UnB 1317 cv.Festival Petrolina — PE 2005
27|UnB 1318 cv.BRS — Morena Caldas — MG 2006
28| UnB 1183 cv.Red Globe Faz. Vale das Uvas — PE 1998
29(UnB 1204 cv.Red Globe Projeto Manicoba, Juazeiro — BA 1999
30| UnB 1212 cv.ltalia Projeto Senador Nilo Coelho — PE 2001
31| UnB 1222 cv.Perlette Projeto Bebedouro— PE 2001
32| UnB 1227 cv.Red Globe Projeto Senador Nilo Coelho — HE 2001
33| NCPPB 2475 | cv.Anab-e-Shabhi india 1972
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2.3- Cultivo e preservacao dos isolados

Nas repicagens de rotina e preparo de indculorpal&acao dos testes bioquimicos
e moleculares foi utilizado o meio 523 modificado Kado & Heskett (1970). Os isolados
foram preservados em agua estéril, mantidos a tatopa ambiente e em glicerol a 30 %,
congelados a —80 °C.

2.4- Caracterizacao bioquimica d&Xanthomonas campestris pv. viticola

Testes bioquimicos foram realizados com a finabdael confirmar a identidade dos
27 isolados bacterianos oriundos de amostras daletau recebidas para analise. A partir
do isolamento em meio de cultura solido e carasteéio cultural, os isolados que
apresentaram colbnias convexas, brilhantes, lisake eor creme-esbranquicada foram
repicadas e submetidos aos seguintes testes: K&dte (alternativo ao teste de Gram);
oxidacao/fermentacdo da glicose; fluorescéncia emo iing’s B; utilizacdo de asparagina
como fonte Unica de carbono e nitrogénio; crescimem meio TTC (cloreto de trifenil
tetrazolio) a 0,1 % e atividade da catalase. Odes meios de culturaifexo) foram
utilizados de acordo com os protocolos convenc#odascritos por Schaad al. (1994);
Lelliot & Stead (1987); Hugh & Leifson (1953); St& Weiss (1943) e Lozano & Sequeira
(1970).

2.5- Reacgdo de hipersensibilidade em plantas de tate (Lycopersicon esculentucv.
Santa Cruz)

Uma suspens&o, equivalente a Escala 7 de MacFg@apnoximadamente Qufc/
ml) foi preparada a partir de uma cultura bacterid@ 48 h. As suspensdes foram infiltradas
sobre a epiderme, no espaco internerval da fasFionfda folha de tomate. Para isso
procedeu-se pressionando a seringa com a suspaésdmbtencdo de uma area encharcada

de aproximadamente 1cm de diametro. A reacdo feermbda até o quarto dia apés a
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infiltracdo. Como padrdes positivos foram utilizados isoladosX. campestris pv.

campestrigUnB 159),Xcv(UnB 1183) e como controle negativo, agua destitstéril.

2.6- Caracterizacao molecular deXanthomonas campestris pv. viticola

2.6.1- Extracdo de DNA gendmico

Para a extracdo do DNA total do genoma bacteriatiizou-se o protocolo
modificado de Ausubedt al (1992). Inicialmente os isolados bacterianosnfocaltivados
em 10 ml de meio 523 liquido (Modificado de Kaddl&skett, 1970) por 20 h, a 28 °C. Em
seguida 1,5l desse cultivo foi transferido para tubos “Eppefide centrifugados a 8.000
rpm (4600 xg) em microcentrifuga (Labnet Force 7 — NationahithCompany, Inc.), por 5
min. Os precipitados foram ressuspendidos emyba@ tamp&o TE: 10 mM Tris-HCI, pH
8.0; 1 mM EDTA. Em seguida adicionou-se @5de SDS 20 %, 3l de Proteinase K (20
mg/ml) e incubou-se a 37 °C por 1 h. Posteriormadieionou-se 100l de NaCl 5 M e 80
ul de CTAB/NaCl (CTAB 10 % em NaCl 0,7 M). Incuboe-$i0 gelo por 14 min.
Adicionou-se 1 volume de cloroférmio: &lcool isoam24:1), o equivalente a
aproximadamente 72@l. As amostras foram novamente incubadas no gelcbpmin e
centrifugadas a 10.000 rpm (720Qg) por 20 min. Apos a centrifugacao transferiu-se o
sobrenadantes para novos tubos; e novamente amliegenigual volume de cloroférmio:
alcool isoamil (24:1), repetindo-se o0 mesmo pravedito anterior. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo, onde se adicion6uw6,volume de isopropanol, seguido de
incubacao por cerca de 16 h, a —20 °C. As amdstras centrifugadas por 10 min a 10.000
rom (7200 xg). Os precipitados foram lavados duas vezes emub@@ etanol 70 % e
centrifugados a 10.000 rpm (7200 gy por 5 min. Na Ultima etapa descartou-se o
sobrenadante e retirou-se cuidadosamente o ligegdante. Os tubos foram secos em estufa
a 37 °C, durante 30 min e os acidos nucléicos gitadbos foram ressuspendidos emu25

de TE e armazenados, a —20 °C.
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2.6.2- Quantificacdo do DNA gendmico

A gquantificacdo foi realizada com base na analm®parativa da intensidade das
bandas das amostras com o marcador High DNA MaddetgGIBCO — BRL), por meio
de eletroforese em gel de agarose a 0,8 % preparadampéao 0,5 X TBE (5,4 g de Tris-
base, 2,75 g de acido bodrico e 0,375 g de EDTA &0 ml), onde Sul do DNA
gendmico foram misturados apl do tampé&o de carregamento 10 X (50 % de glicdrol,
mM EDTA,; 0,4 % Bromophenol blue e 0,4 % de Xylenarml). As amostras foram
submetidas a uma corrente de 80 V por 1 h, segladooloracdo com brometo de etidio
(0,5 ug/ml), descoloracéo em &gua destilada e posterioddcumentacéo em Eagle EYE
— Il (Stratagen®. Apés a quantificacdo foram preparadas aliqudeasrabalho em uma
concentracao final de 10 pgtle DNA.

2.6.3- Identificacdo com iniciadores (“primers”) epecificos

A fim de confirmar a identidade dos isolados h@at®s em estudo utilizou-se PCR
(Reacdo em cadeia da polimerase) com iniciadorpamgérs”) especificos (XcvliF —
Xcv3R) (Tabela 2) para amplificacdo de um fragmento de 240 pb do Hepi® de Xcv
(Trindadeet al, 2005; Trindadet al., 2007).

Para as reacdes de amplificacao foram utiliza@ospdoTaql X (20 mM Tris HCI,
pH 8,4; 50 mM de KCI); 1,5 mM de Mg£10,2 mM de cada um dos dNTP’s (GIBCO —
BRL); 25 pmol de cada “primer”; 1,25 U deag DNA polimerase (GIBCO — BRL); 0,4 ng

de DNA porul de reacdo e agua milliQ para um volume final 8@l2

Tabela 2. Sequéncias dos “primers” desenhados para a regré@spondente ao gehgoB

de Xanthomonas campesti. viticola (Trindadeet al, 2007).

] _ _ N° de
Regido alvo “Primer” Sequéncia 5— 3 )
nucleotideos
HroB Xcvi1F TGCAGGTGAGCTGTGC 16
rp

Xcv3R AGTTCGACCACCTTGCCATA 20
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As amostras foram submetidas a amplificacdo emmaiclador RoboCycler96
(Stratagen®), sendo inicialmente aquecidas a 95 °C por 2 pusteriormente submetidas a
35 ciclos de 95 °C por 1 min para desnaturacaojnlarb4 °C para o anelamento dos
“primers” e 72 °C por 2 min para extenséao e exwefisal a 72 °C por 10 min.

Os produtos da amplificagcdo por PCR foram anadisam gel de agarose a 1 %,
preparado em tampéo 0,5 X TBE, ondeyd2le cada amostra foram misturados @ tle
tampao de carregamento 10 X e aplicados ao gdktfomrese foi realizada a 85 V durante
50 min. Apos a corrida, o gel foi corado, descoradotografado. O marcador utilizado foi
0 100 pb DNA - Ladder (Promega).

2.6.4- rep-PCR

Para as reacBes de rep-PCR com os “primefgbdla 3 correspondentes as
sequéncias REP, ERIC e BOX, foram utilizados: &mag 1 X (50 mM KCI, 20 mM
Tris HCI); 1,5 mM de MgGl; 0,2 mM de cada um dos dNTPs (GIBCO — BRL)p2&tl! de
cada primer; 1,25 U d&éag DNA polimerase (GIBICO — BRL); 1,2 ng de DNA ppirde
reacdo e agua milliQ para um volume final deik5

As amostras foram submetidas a amplificacdo emmaclador RoboCycler96
(Stratagen®), sendo inicialmente aquecidas a 95 °C por 7 enrpsteriormente submetidas
a 35 ciclos de 94 °C por 1 min para desnaturacdmjn8a 44 °C para anelamento dos
“‘primers” (REP1R — 1 e REP2 — 1) e 15 min a 65 %apa extensdo. Para ERIC e BOX-
PCR as amostras foram submetidas ao seguinte prag@b °C por 7 min, 30 ciclos de 94
°C por 1 min, 8 min a 52 °C (ERIC) e 53 °C (BOX).%emin a 65 °C. Para o término da
extensdo pel@ag DNA polimerase, ap0s os ciclos, a temperaturanfmtida a 65 °C por 15
min. As reacdes foram realizadas em duplicata gadta isolado.

Os produtos de PCR foram analisados em gel dessgarl,5 %. A eletroforese foi
realizada a 75 V durante 4 h e 30 min Apds a cayra gel foi corado, descorado e
fotografado, conforme ja descrito anteriormenten&@cador utilizado foi o de 100 pb DNA
— Ladder (GIBCO — BRL).
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Tabela 3.Descricao dos “primers” utilizados para rep-PCBulluset al., 1994).

Sequéncia alvo “Primers” Sequéncia dos “primers” (5— 3’)
REP REP1R-| NCGICGICATCIGGC
REP2-I ICGITTATCIGGCCTAC
ERIC ERIC1R ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG
BOX BOXAL1R CTCCGGCAAGGCGACGCTGAC

Os perfis de amplificacdo com REP, ERIC e BOX-R{oR 33 isolados bacterianos
foram analisados visualmente de acordo com a pas€l) e auséncia (0) de bandas,
independente da intensidade, separada e conjurtampen meio do programa MVSP 3.1
(Multi-Variate Statistical Package, Version 3.198%-2000 Kovach Computing Services).
Os relacionamentos genéticos entre os isoladosnfaieterminados pelos coeficientes de
similaridade de Jaccard e analise de agrupamentacdelo com o método UPGMA

(unweighted pair-group method using arithmetic ages) (Dias, 1998).

2.6.5 ITS-RFLP

2.6.5.1- Amplificacéo da regiao ITS

Para a amplificagcdo da regido intergénica 16S — RSA foram usados 0s

“primers” L1 (Jenseret al, 1993) e C1 (Maest al, 1996) Tabela 4, que amplificam um
fragmento em torno de 600 pb.
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Tabela 4. Descricdo dos “primers” utilizados na amplificagioregido intergénica (16S —
23) do DNA ribossomal.

“Primer” Sequéncia (5" — 3)
C1 AGT AGT AAC AAG GTA ACC
L1 CCA GGC ATC CAC CGT

Cada reacao foi composta de 0,2 mM de cada undN®®s; 1,5 mM de MgGj
tampao da enzima 1 X (20 mM Tris HCL, pH 8.4; 50 nd&l KCL); 25pmol de cada
“primer”; 1,25 U deTaqg DNA polimerase (GIBCO — BRL); 0,4 ng de DNA poracéo e
agua milliQ, para um volume final de 2& As reacdes de amplificacdo foram realizadas
em termociclador PT — 10 (MJ Research, Watertown, Mass). A temperatura de
desnaturacéo inicial foi de 95 °C por 4 min, seguid 30 ciclos de: 95 °C por 1 min, 50 °C
por 1 min e 72 °C por 2 min, com extensao fina2 &G por 10 min.

Os produtos de PCR foram analisados em gel dessgar 1 %. A eletroforese foi
realizada a 75 V durante 3 h e 30 min. Apos a dayro gel foi corado, descorado e
fotografado. O marcador utilizado foi o de 100 pgiAD- Ladder (GIBCO — BRL).

2.6.5.2- Digestéo dos produtos de PCR

Os produtos de PCR obtidos com os primers C1 fetain submetidos a analise de
restricdo com as endonucleaddsadll (GIBCO — BRL) eMsp (Pharmacia). Cada reacéo
foi preparada com: gl de tampé&o 10 X da enzima; 0,5 U da enzima deigaéstporul de
reacdo ; ju de DNA (produto de PCR) e agua milliQ estérilkgpam volume final de 20l
As amostras foram mantidas a 37 °C, por 16 h. Odupos da digestdo com as enzimas
foram analisados em gel de poliacrilamida 0,8 %n@e TBE 5 X; 13,3 ml de acrilamida
30 %; 350ul de persulfato de aménio; 20 de TEMED e 26,35 ml de 4gua). A eletroforese

foi realizada em TBE 1 X a 75 V durante 4 h e 30 mios fragmentos de restricdo
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visualizados apos coloragdo com brometo de et@limarcador utilizado foi o de 100 pb —
Ladder (Promega). Os perfis de restricdo geradas 3B isolados bacterianos foram

analisados visualmente de acordo com a presengagd3éncia (0) de bandas, assim como
descrito anteriormente para rep-PCR.
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3- RESULTADOS

3.1- Caracterizacao bioquimica

De acordo com os testes bioquimicos realizatlasdla 5 observou-se que:

v" Todos os 27 isolados apresentaram reacdo posititrees no teste de KOH,
ou seja, sdo Gram-negativos.

v. Em relacdo ao teste O/F (oxidativo/fermentativa)dos apresentaram
metabolismo oxidativo.

v A utilizacdo de asparagina, como fonte Unica dbaray e nitrogénio, nao foi
observada para nenhum dos isolados X#mthomonas campestripv.
viticola..

v' O teste de fluorescéncia em meio King's B mostreséacia de pigmentos
em todos os isolados.

v Foi observada atividade da catalase para todwlzlss.

v' Todos os isolados testados tiveram seu crescimeifiido, exibindo dessa
forma, tolerancia ao sal de tetrazolio a 0,1 %.

O teste de hipersensibilidade (RH) em folhas deaten$anta Cruz~gura 2) foi
positivo para todos os 27 isolados, com reacaatiearobservada 24 h apés a inoculacéo.

Dessa forma todos os 27 isolados apresentaranrasterésticas tipicas do género
Xanthomonase condizentes com a descricdoXdecampestrigv. viticola (Nayudu, 1972;
Malavolta Jret al, 1999; Limaet al, 1999; Trindadet al, 2005).
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Tabela 5. Caracterizagdo bioquimica e reacdo de hipersédaitie, em folha de tomate, dos
isolados deXanthomonas campestniw. viticola, procedentes de diferentes areas e coletados entre
2003 e 2006.

Isolado Gram? OIF Asparagina King's B° Catalase RH
1 unB 1292 + (0] - - + +
2 UnB 1293 + (0] - - + +
3 UnB 1294 + (0] - - + +
4 UnB 1295 + (0] - - + +
5 UnB 1296 + (0] - - + +
6 unB 1297 + (0] - - + +
7 UnB 1298 + (0] - - + +
8 UnB 1299 + (0] - - + +
9 UnB 1300 + (0] - - + +
10 UnB 1301 + (0] - - + +
11 UnB 1302 + (0] - - + +
12 UnB 1303 + (0] - - + +
13 UnB 1304 + (0] - - + +
14 UnB 1305 + (0] - - + +
15 UnB 1306 + (0] - - + +
16 UnB 1307 + (0] - - + +
17 UnB 1308 + (0] - - + +
18 UnB 1309 + (0] - - + +
19 UnB 1310 + (0] - - + +
20 UnB 1311 + (0] - - + +
21 UnB 1312 + (@) - - + +
22 UnB 1313 + (0] - - + +
23 UnB 1314 + (0] - - + +
24 UnB 1315 + (0] - - + +
25 UnB 1316 + (0] - - + +
26 unB 1317 + (0] - - + +
27 UnB 1318 + (0] - - + +

®Reacdo de gram realizada pelo método de KOH
®Teste de producéo de pigmentos fluorescentesantdiz o meio de cultura B de King

‘RH: Reacdo de hipersensibilidade observada em doltl@ tomate cv. Santa Cruz, 24 h apds infiltragio.
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Figura 2. Reacdo de hipersensibilidade induzida Yanthomonas campestns. viticola
em folhas de tomate, apos 24 h da inoculagéo. fB) 1293; (2) UnB 1299; (3) UnB 13(
(4) UnB 1318; (5) UnB 1183 e (6) Controle negafi&gua destilada estéril).
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3.2- Caracterizacao molecular
3.2.1- Identificagdo com iniciadores (“primers”) epecificos

As amplificagBes a partir do DNA gendmico puriicados 33 isolados décvcom
os oligonucleotideos especificos (XcvlF — Xcv3Rigualizadas em gel de agarose,
resultaram em fragmentos de tamanho esperado det2@ggura 3). Os resultados obtidos
concordam com os testes bioquimicos, confirmanddeatidade dos isolados com@
campestrigv. viticola. O mesmo foi observado para o isolado tipo NCP#B Zujo DNA

foi utilizado como controle positivo do experimento

500 pb

240 pb B s TR SRR B W s e e

500 pb

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1 % do produtoGfe ébtidc

com os “primers” XcvlF — Xcv3R correspondente adeglo “clustet
hrpB de diferentes isolados: CN: Controle Negativo @eagem DNA); (1
NCPPB 2475; (2) UnB 1302; (3) UnB 1303; (4) UnB 43(5) UnB 130¢
(6) UnB 1306; (7) UnB 1307; (8) UnB 1308; (9) UnBQD; (10) UnB 131!
(11) UnB 1311. M1 e M2 — Marcador 100 pb DNA — Lad{(Promega).
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3.2.2- rep-PCR

As amplificagbes do DNA purificado décv com os “primers” REP, ERIC e BOX-
PCR (rep-PCR) visualizadas em gel de agarose,agenantltiplos produtos (um total de 39

bandas) com fragmentos variando de 170 a 2036 pb.

BOX-PCR

O “primer” BOXA 1R em PCR gerou 10 bandas variadddl90 a 2036 pl-igura
4), estando a banda de aproximadamente 700 pb presentodos os isolados d&v
estudados. As bandas de 1100 e 800 pb tambémrasiivanstantes em quase todos o0s
isolados exceto para UnB 1212, UnB 1222 e UnB 1227bandas de 1700, 400 pb e 250
pb estiveram presentes somente nos isolados codetmtre 2003 e 2006 e também na
estirpe tipo NCPPB 2475 da india, ndo sendo obdarma restante das estirpes coletadas
entre 1998 e 2001. O dendrograrReg(ra 5) gerado para os isolados foi analisado em dois
niveis, a 20 % e a 70 % de similaridade. Na prianairdlise, a 20 % de similaridade, pode-
se identificar dois grupos, A e B. O grupo A cortirpes UnB 1212, UnB 1222 e UnB 1227
todas de Pernambuco e o grupo B englobando aeediinB 1204, da Bahia e todos os
outros isolados d¥cv. A 70 % de similaridade pode-se dividir os isola@ém 4 grupos. O
grupo 4 com 29 isolados incluindo a estirpe tipoPRB 2475 da india e UnB 1183 de
Pernambuco, que foram agrupados com 100 % de sohaitke e todos os outros isolados
coletados entre 2003 e 2006, em diferentes are&aldm e Pernambuco, que formaram
outro agrupamento com o mesmo nivel de similaridad&nica excecéo foi o isolado UnB
1317, mas apresentou similaridade superior a 8A%wutras 4 estirpes foram agrupadas
separadamente, exceto UnB 1212 e UnB 1222, amb&em@mbuco, que formaram um

grupo com mais de 70 % de similaridade entre si.



Figura 4. Andlise eletroforética dos fragmentos gerados/ésrale BOXPCR
a partir de DNA purificado de isolados Yanthomonas campestis. viticola.
(1) UnB 1301; (2) UnB 1302; (3) UnB 1303; (4) UnBQY4; (5) UnB 1305; (¢
UnB 1306; (7) UnB 1307; (8) UnB 1308; (9) UnB 13(090) UnB 1310; (11
UnB 1311; (12) UnB 1312; (13) UnB 1313; (14) UnB143(15) UnB 131¢
(16) UnB 1316; (17) UnB 1317; (18) UnB 1318. M1 @-MJarcador 100
DNA — Ladder (Gibco-BRL). A setas ndicam Bandas em comum
todos os isolados coletados entre os anos de 20230&. E Regié
polimorfica encontrada apenas em UnB 1315, entisadados coletados en
0s 2003 e 2006 ).

39

17 18 M2

__ 2072 pb

| 1500 pb
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A , 1 UnB 1227
2 | UnB 1222
3 I UnB 1212
UnB 1204

UnB 1317

L jume
UnB 1316

UnB 1315
UnB 1314
UnB 1313
UnaB 131
UnB 1311
UnB 1310
UnB 1309
UnB 1308
UnB 1307
UnB 1306
UnB 1305
UnB 1304
UnB 1303
UnB 1302
UnB 1301
UnB 1300
UnB 1299
UnB 1298
UnB 1297
UnB 1296
UnB 1295
UnB 1294
UnB 1293
4 UnB 1292
UnB 1183
NCPPB 2«

Jaccard's Coefficient
Flgura 5. Dendrograma baseado no método UPGMA, de acordo a® perfis de amplificag

gerada por BOX-PCR, mostrando as relacfes entressab@dos entre isolados d¢anthomone

campestrigv. viticola de videira.
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ERIC-PCR

A utilizacdo dos primers ERIC (ERIC1R e ERIC2)aeum total de 12 bandas
variando entre 170 e 2000 pbidura 6). As bandas de 2000 e 270 pb estiveram presentes
em quase todos os isolados exceto nas estirpes1dmB, UnB 1222 e UnB 1227. Da
mesma forma as bandas de 800 e 600 pb que sé thdasa presentes nas estirpes UnB
1212 e UnB 1227, coletadas entre 1998 e 2001. Adde 550 pb s esteve presente na
estirpe UnB 1212 e a de 500 pb s6 nos isoladosacime entre 2003 e 2006. Os fragmentos
de 400 e 170 pb estiveram presentes em todosladascexceto na estirpe UnB 1212.

O dendrogramaFgura 7) obtido com os “primers” ERIC possibilitou a aséliem
dois niveis. Inicialmente a 20 % de similaridadeo estabelecidos dois grupos: o grupo A
composto somente pela estirpe UnB 1212 e o grugoeBanglobou todos os outros isolados
de Xcv. A 70 % de similaridade, 5 grupos foram eviden@sgrupos 1, 2, 3 e 4 agruparam
separadamente as estirpes UnB 1212, UnB 1227, Q6B & UnB 1222 respectivamente. O
grupo 5 inclui todos os outros isolados e a estiypB 1183. A estirpe da india NCPPB
2475 formou um Unico agrupamento com a estirpe UAB3 de Pernambuco, com
similaridade superior a 84 %. Dois outros grandepas foram formados com 100 % de
similaridade, o primeiro englobando isolados dai8ah Pernambuco e o segundo com
isolados somente de Pernambuco. Ainda dentro dpogBj o isolado UnB 1301 de

Pernambuco foi agrupado separadamente com sinaitkrisuperior a 84 %.
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MLl 2 3 4 5 6 7 8 91012 13 14 15 16 1718 M2
~ 2072 pb

1500 pb

600 pb

Figura 6. Analise eletroforética dos fragmentos geradoavas de ERIE
PCR, a partir de DNA purificado de isolados utitiaa deXanthomone
campestrigv. viticola. (1) UnB 1301; (2) UnB 1302; (3) UnB 1303; (4) L
1304; (5) UB 1305; (6) UnB 1306; (7) UnB 1307; (8) UnB 1308) UnE
1309; (10) UnB 1310; (11) UnB 1311; (12) UnB 13(13) UnB 1313; (1¢
UnB 1314; (15) UnB 1315; (16) UnB 1316; (17) UnB1Z3(18) UnB 131¢
M1 e M2- Marcador 100 pb DNA — Ladder (Gibco-BRBs sets indicar

bandas comuns em todos os isolados coletadososnameos de 2003 e 2006.
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UnB 1212
UnB 1227
UnB 1204
UnB 122
UnB 1301
UnB 131¢
UnB 131
UnB 130¢
UnB 1304
UnB 1302
UnB 129¢
UnB 1297
UnB 129¢€
UnB 1295
UnB 1294
UnB 1317
UnB 131¢€
UnB 1314
UnB 1312
UnaB 131
UnB 1311
UnB 131
UnB 130¢
UnB 1307
UnB 130€
UnB 130
UnB 1302
UnB 130C
UnB 129¢
UnB 129
5 UnB 129

UnB 1182
{ NCPPB 2.

N [WON [

Jaccard's Coefficient

Figura 7. Dendrograma baseado no método UPGMA, de aconsioosoperfis de amplificagdo ger:
por ERICG-PCR, mostrando as relagfes entre os isoladosieataglos deXanthomonas campestis.

viticola de videira.
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REP-PCR

A utilizacdo dos “primers” (REP1R — | e REP2 —gBrou um total de 17 bandas
variando de 190 a 2800 pb com varias bandas pessent todos os isolados, entre elas a
de aproximadamente 1500 pb indicada no iggiufa 8).

O dendrogramaHgura 9) gerado pela comparacdo entre os perfis dos m®lad
permitiu a separacdo dos isolados em dois niveis4d0A% de similaridade foram
estabelecidos dois grupos, o primeiro identificadmno grupo A englobou somente 0s
isolados UnB 1295 e UnB 1293, ambos de Petrolinaut@® grupo, B inclui todos os outros
isolados. A 70 % de similaridade foi possivel esliader 4 grupos. O primeiro grupo inclui
os isolados UnB 1293 e UnB 1295, coletados em 20@B04 respectivamente. O grupo
dois incluiu somente a estirpe UnB 1204. O grupeudiu em quatro grandes grupos a 100
% de similaridade 9, 11, 4 e 2 isolados, respet@rde todos coletados entre os anos de
2003 e 2006. Ainda nesse grupo foram reunidasipe4inB 1183 e o isolado UnB 1306.
O quarto e ultimo grupo reuniu a estirpe UnB 12E23t@pe tipo NCPPB 2475.
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M1 1 2 3 4 5 6

B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 M2
2072 pb [™9 | TR R

[

600 pb

Figura 8. Andlise eletroforética dos fragmentos geradosvésrale RERRCR,
partir de DNA purificao de isolados utilizados déanthomonas campestrs.
viticola. (1) UnB 1301; (2) UnB 1302; (3) UnB 1303; (4) UriB04; (5) Unt
1305; (6) UnB 1306; (7) UnB 1307; (8) UnB 1308; (#)B 1309; (10) UnB 131
(11) UnB 1311; (12) UnB 1312; (13) UnB 1313; (14HB 1314; (15) UnB 131
(16) UnB 1316; (17) UnB 1317; (18) UnB 1318. M1 @Marcador 100
DNA — Ladder (Gibco-BRL).
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A 1 UnB 1295
UnB 1292

2 UnB 1204
UnB 131€
UnB 131€
UnB 1315
UnB 1314
UnB 1312
UnB 1312
UnB 131¢
UnB 130¢
UnB 1308
UnB 1317
UnB 1311
UnB 130¢
UnB 1307
UnB 1302
UnB 1301
UnB 130¢
UnB 129¢
UnB 129¢
UnB 1297
UnB 129€
UnB 130€

UnB 1304

UnB 1302
UnB 1294
3 UnB 1292
UnB 1227

|—| UnB 1222
L unB118:
4 UnB 1212
I NCPPB 2:

w

T
0,28 04 0,52 0,64 0,76 0,88 1

Jaccard's Coefficient

Figura 9. Dendrograma baseado no método UPGMA, de acontioosoperfis de amplificacdo ger:
por REF-PCR, mostrando as relacdes entre os isolados isotaglos dexanthomonas campestns.

viticola de videira.
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rep-PCR (REP, ERIC e BOX-PCR)

Através da analise conjunta dos dados geradoSRI&, REP e BOX-PCR, todos 0s
33 isolados foram comparados. Foram escoreadasal@ab para os trés “primers”. A
analise do dendrograma permitiu estabelecer clar@n®egrupos a 50 % de similaridade. O
grupo A composto pelas estirpes coletadas em 20@BL1227, UnB 1222 e UnB 1212 e 0
grupo B com o restante dos isolados, incluindatigpesunB 1204 coletada no ano de 2000
e a estirpe UnB 1183 coletada no ano de 1998. % d@ similaridade foi possivel observar
5 grupos. Os 4 primeiros deles agruparam separaderas estirpes UnB 1227, UnB 1222,
UnB 1212 e UnB 1204. O grupo 5 reuniu todos osathmd coletados entre 2003 e 2006, a
estirpe UnB 1183 coletada em 1998 e a estirpe NB&PP 2475. Dentro desse grande
grupo os isolados formaram grupos menores, mas toolm mais de 80 % de similaridade.
A estirpe NCPPB 2475 foi agrupada com o a estirpB W183 com 80 % de similaridade.
Os isolados UnB 1302 de Pernambuco e UnB 1292 daBagruparam com 100 % de
similaridade. Outros quatro grupos foram formaddf0@ % de similaridade. Novamente
foram agrupados separadamente os isolados UnB WUB®5,1315, UnB 1318, UnB 1293 e
UnB 1295.

O dendrogramaFjgura 10) gerado pela analise combinada confirmou em geral
separacdo obtida pela andlise dos “primers” ERIBOX separadamente, formando dois
grupos. O primeiro que inclui estirpes coletadas anos de 1998 e 2001 caracterizadas
anteriormente por Trindadgt al (2005) e o segundo grupo maior formado pelosdsd
coletados entre 2003 e 2006, além da estirpe tig®MB 2475 e a estirpe UnB 1183,

também caracterizada anteriormente.
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Figura 10. Dendrograma baseado no método UPGMA,adordo com os perfis de amplifica
gerados por repCR (REP, ERIC e BOX), mostrando as relacbes esgrésolados entre os

isolados deXanthomonas campestqw. viticola, de videira.
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3.2.3 ITS-RFLP

3.2.3.1-Amplificacdo da regido ITS

As amplificacdes com os “primers” C1 — L1 correspemtes a regido ITSigura
11) foram observadas em todos os 33 isoladosadeproduzindo um fragmento de 600 pb.
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Figura 11. Amplificacdo de fragmentos gerados pelos “prim&s’—L1 referentes
regido espagadora 16S — 23S (ITS) do DNA dos issldéXanthomonas campest
pv. viticola: (1) Controle Negativo; (2) NCPPB 2475; (3) UnB922(4) UnB 129¢
(5) UnB 1296; (6) UnB 1298; (7) UnB 1300; (8) UnBQR; (9) UnB 1304; (10) Ur
1306; (11) UnB 1308; (12) UnB 1310 e (13) UnB 1341, e M2- Marcador 100 ¢
DNA — Ladder (Gibco — BRL).



5

3.2.3.2-Digestéo dos produtos de PCR (ITS-RFLP)

A digestdo com as enzimddadll e Msp, da regido 16S — 23S do rDNA
amplificado, ndo mostrou polimorfism&igura 12) entre os 33 isolados d&anthomonas
campestrispv. viticola. Segundo a analise da sequéncia da regido ITSGRPR 2475,
obtida por Trindade (2002), com uso do programadiedr (Heiman, 1997) verificou-se a
existéncia de 2 sitios de restricdo para as esZiadll e Msp (Tabela 6. Os padrdes
observados confirmaram a existéncia dos 2 sititsgtanto, ndo foi possivel visualizar no

gel os fragmentos menores de 8 e 37 pb.

Hadll Msgl
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M1 1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 134 15 16 17 M2
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Figura 12. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 8 % daiag

espacadora 16 — 23S amplificada pelos “primers”-Cl11 com o DN/
purificado de diferentes isolados Xanthomonas campestps. vitcola: (1)
produto de 600 pb né&o digerido de UnB 1301 e paxddigeridos com
enzimas de restricddadll (2 a 9) eMsp (10 a 17): (2) e (10) UnB 13(
(3) e (11) UnB 1302; (4) e (12) UnB 1303; (5) e)(L’B 1304; (6) e (1-
UnB 1305; (7) e (15) UnB 1306; (8) e (16) UnB 13(®);e (17) UnB 130:
M1 Marcador 100 pb DNA — Ladder e M2 1 kb (Promega)
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Tabela 6. Analise de restricdo da regido ITS do rDNA Xanthomonas campestrisv.
viticola com as enzimasiadll e Msp, indicando a posi¢cdo dos sitios de restricdo na

sequéncia e tamanho dos fragmentos gerados.

Fragmentos Haelll @ Mspl®
1 436 430
2 127 162
3 37 8

Posicao dos sitios na seqiiéncia:
%127 e 164
162 e 170
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4- DISCUSSAO

Os 27 isolados coletados entre 2003 e 2006 em d@eascorréncia do cancro
bacteriano foram caracterizados com base nas pdagkes bioquimicas, reacdo de
hipersensibilidade em folhas de tomate e utilizatgioligonucleotideos especificos. Todos
foram identificados com&anthomonas campestnm. viticola, de acordo Nayudu (1972),
Malavolta Jret al (1999), Limaet al (1999) e Trindadet al (2005, 2007).

Os “fingerprints” gerados por rep-PCR foram efités e reprodutiveis para isolados
de Xcv coletados em diferentes anos, areas e variedadésvihiferg permitindo observar
polimorfismo dentro da patovaiticola.

Segundo Rademaket al. (2000) a resolucdo taxondmica quando se utiliz®,RE
ERIC ou BOX-PCR nédo € sempre idéntica. Isto podeesperado devido ao diferente
numero de bandas que pode ser gerado por cadaetfiripela condicdo de anelamento e
pelo fato de que a prevaléncia ou distribuicdoelesientos repetitivos pode variar em cada
espécie/isolado.

Em Xcy, ERIC e BOX-PCR geraram um numero menor de perfisaguobtidos com
REP-PCR, onde foi detectado um maior polimorfisrmiree os isolados. Resultados
contrarios foram observados por Louetsal (1995) onde o elemento REP foi o menos
indicado para diferenciar strains He vesicatoria Para isolados d¥. translucens trés
“primers” geraram resultados equivalentes (Radenetkal., 2006). Vera-Cruet al (1996)
estudando a variacdo exh oryzaepv. oryzaeobservou que o uso combinado dos dados
gerados pelos dois “primers” ERIC e REP foram mtéss na diferenciacao de linhagens.

Em isolados de&. vesicatoria Louwset al (1994) observaram variacao dentro da
patovar somente quando utilizado os protocolos @X B ERIC-PCR. Na avaliacdo da
variabilidade genética dehizobium melilote outras bactérias de solo, a técnica de ERIC-
PCR mostrou uma maior resolucdo que a de REP-PERa@rdes gerados por REP-PCR
foram mais dificeis de serem analisados do queesadg por ERIC-PCR. Os autores
sugerem que sequéncias ERIC sdo mais extensamstritbuilas emR. melilot que as
sequUéncias REP.

Isolados deX.c.campestrise X.a.citri testados por Louwst al (1994) mostraram
perfis de REP, ERIC e BOX-PCR idénticos dentro ddacpatovar, sugerindo que 0s
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isolados de cada patovar tiveram uma heranca ewolria comum. Caracterizando
isolados deXanthomonage alho, Genet al (2004) observou “fingerprints” gendmicos
altamente conservados dentro das origens geogafisagerindo que a estrutura
populacional é altamente clonal. O estreito relzmoento entre os isolados sugere que a
introducdo deX.a.allii nas areas produtoras tenha ocorrido em um ou pawantos, talvez
através de sementes contaminadas.

No presente trabalho, BOX-PCR agrupou com 100 %imdaridade a estirpe de
referéncia da india NCPPB 2475 e a estirpe UnB 1488 foi coletada em 1998 na regi&o
de Petrolina, ano da provavel introducéo do patgenBrasil. Entretanto, o dendrograma
gerado por ERIC-PCR agrupou esses mesmos isola@@®@de similaridade e REP-PCR
agrupou-os separadamente, com similaridade mer®bgu. A andlise combinada dos
trés “primers” REP, ERIC e BOX-PCR novamente reussuestirpes em questdo em um
mesmo grupo com 70 % de similaridade. Dessa forraliaasimilaridade observada entre
essas duas estirpes provavelmente deve-se acefafioedo patdgeno havia sido introduzido
recentemente e apresentou semelhanca genética cestirge do pais de origem da
bacteriose. Todos os isolados brasileiros coletadtre 2003 e 2006, as estirpes UnB 1183
e NCPPB 2475 foram agrupados a 70 % de similarigadeBOX e ERIC, ficando as
estirpes UnB 1204, UnB 1212, UnB 1222 e UnB 1227 geapos separados. Trabalhos
realizados por Trindadet al (2005) com a analise combinada dos trés “primensibém
mostraram que esses isolados foram divergentase @ogconfirmado no presente estudo.

O polimorfismo observado por Trinda@e al (2005) e confirmado no presente
estudo, na populacdo dec.viticola coletada entre os anos de 1998 e 2001, é intatessa
diante da recente introducdo do patdgeno no BrE898). Trindade e colaboradores (2005)
argumentaram que a bactéria pode ter sido intrdduai mais tempo, ou que houveram
multiplas introdugbes ao longo do tempo e ainda Qode ter ocorrido uma Unica
introducdo e a variabilidade encontrada reflete adabilidade da populacéo original.
Entretanto, entre os isolados de 2003 e 2006 tabibdade n&o foi observada o que pode
ser justificado pela tendéncia a estabilizacdo @faulacdo bacteriana, ja que a patovar foi
introduzido ha quase dez anos no Brasil e o espeerii um equilibrio devido a adaptacao

as novas condi¢gdes do meio.
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Da mesma forma, assim como observada por esseseautdo foi possivel
correlacionar, através dos estudos das sequémgasttivas, a origem geogréfica, a época
de coleta e a cultivar de origem dos isolados cerperfis gendmicos. Kawat al (2005)
também n&o puderam correlacionar os resultadodoshtie rep-PCR com areas de coleta de
isolados deX.a.cyamopsidis sugerindo que o patégeno foi difundido por me® d
germoplasma contaminado.

A técnica de rep-PCR constitui-se em uma imptetaderramenta no estudo da
genética populacional dé.c.viticolg indicando ter ocorrido uma possivel estabilizagao
populacédo heterogénea observada por Trindadé (2005). Além disso, a técnica permitiu
a observacdo de bandas comuns e perfis homogéngesos isolados que podem ser
utilizados para o diagnostico. Ao contrario, a tégnde ITS-RFLP ndo mostrou a
variabilidade genética observada com rep-PCR. Deeira similar Manceau & Horvais
(1996), analisando com enzimas de restricdo aad@idl, dePseudomonas syringge.
tomato, observaram tratar de um grupo filogeneticament@dgéneo. Seria interessante
testar um nimero maior de enzimas de restricAalzae o sequenciamento da regido ITS

em diferentes isolados.
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CAPITULO 3
TOLERANCIA AO COBRE EM XANTHOMONAS CAMPESTRISPV. VITICOLA

1- INTRODUCAO

O controle do cancro bacteriano da videira, caupadXanthomonas campestips.
viticola (Xcv), envolve um conjunto de praticas culturais (kngio Normativa n° 09, de 20
de abril de 2006), o controle genético com obterdgioariedades resistentes e o controle
guimico preventivo com aplicacdes de fungicidagicap (Malavolta Jret al, 1999).

Segundo Romeiro (1995) ainda ndo existem baalesogspecificos para o controle
de fitobactérias. Entretanto, em casos especifé@ms utilizados fungicidas protetores,
normalmente os cupricos e tiocarbamatos, que g#area de retardar, inibir ou bloquear a
multiplicacdo de bactérias gracas ao seu efeittebastatico ou bactericida.

Apesar de nao existirem produtos registrados @aantrole do cancro bacteriano no
Brasil, recomenda-se se a aplicacdo preventivainigididas cupricos (Malavolta Jt al.,
1999; Lima & Moreira, 2002) minimizando assim osias causados e a disseminacao do
patdgeno (Malavolta Jet al, 1999). Em contrapartida, resultados de pesquiszais na
india mostram que somente a utilizacio do congjalenico é pouco efetiva no combate a
doenca (Chancet al, 1994, citado por Araudjo, 2001), sendo necessastabelecer
estratégias corretas e praticas eficientes de maagjoenca.

Como consequiéncia do uso continuo e muitas vegésciiminado de compostos
cupricos na agricultura tem sido relatada a ocoraénle bactérias fitopatogénicas ou
saprofiticas resistentes ao cobre (Cooksey, 1990).

O estudo da resisténcia a esses compostos soneeimieisu na metade da década
de 90. Uma das razdes para este comeco tardio sdato de que a resisténcia para o
bactericida mais comumente utilizado, o cobre, teficsido detectada até a década de 80.
Outra explicacdo seria o fato de que a presenchadirias resistentes no campo nem

sempre levou ao fracasso do controle com pulveiescupricas (Cooksey, 1990).
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Em Xathomonasspp., associadas a mancha bacteriana do tomateipsimeiro
relato de resisténcia ao cobre foi feito na FIOH&A) por Marco & Stall (1983). No
entanto, essa resisténcia deveria estar presest@amplacdes bacterianas mesmo antes
deste relato, j4 que isolados coletados anteriden@esde 1968) também se mostraram
resistentes (Cooksey, 1990). Marco & Stall (198&)liaram a sensibilidade ao cobre, com
base na viabilidade de células de& campestris pv. vesicatoria (X. vesicatoria
(reclassificada com&. axonopodispv. vesicatoriapor Vauterinet al, 1995) expostas a
solucdes de cobre, e verificaram que os ions deegtn eram efetivos para o controle da
doenca. Uma maior eficiéncia no controle era obsioimente com o uso combinado com
carbamatos (mancozeb).

Atualmente a resisténcia ao cobre esta difundidgpopulacbes d¥. vesicatorisem
varias regides geograficas. Aguetr al (2003) objetivando avaliar o efeito de diferentes
formulagbes cupricas e cuprorganicas (sulfato deecmxicloreto de cobre, 6xido cuproso,
Oxido cuproso + mancozeb) em populacdes residetgesé vesicatoriado filoplano de
pimentdo e na reducdo da severidade da doencayvailzse que esses produtos foram
pouco eficazes para o controle apés o estabelewndm doenca. A mesma conclusio
chegaram Camarget al (2001) onde, avaliando o progresso da manchaimed com
aplicagéo de oxicloreto de cobre verificaram que @soduto foi, na maioria das vezes,
ineficiente. Quezado-Duvalt al. (2003) avaliaram a sensibilidade ao cdhreitro em 389
isolados deXxanthomonasspp. associados a mancha-bacteriana do tomaiteitasive X.
vesicatoria Nenhum dos isolados estudados foi resistenteit@ti@ciclina, no entanto,
houve diferenca entre os isolados quanto a sedsitdd ao sulfato de cobre e ao sulfato de
estreptomicina nas concentracdes empregadas.

No inicio dos anos 80, na Califérnia (EUA) j4 sesalbava isolados de
Pseudomonas syringapv. tomato (P. tomat), agente causal da pinta bacteriana do
tomateiro, resistentes ao hidréxido de cobre, uem que as aplicacbes do produto ndo
reduziam a severidade da doenca. Quando testadedro alguns isolados também se
mostraram tolerantes ao sulfato de cobre, com wnaentracdo minima inibitéria (CMI)
de 1.2 — 2.0 mM (Cooksey, 1990). Avaliando isoladesuperados de plantas de tomate
para processamento industrial, em diferentes m&ipdementados com cobre, Silva &

Lopes (1995) observaram diferencas na resisténciam(variando entre 250 a 1800 ppm),
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bem como no grau de resisténcia de acordo com o utdizado. EmP. syringae agente
causal da necrose apical em manga, Cariold (2002) observaram resisténcia ao metal
em isolados de Portugal e Espanha com CMI varidedhO a 3.2 mM.

N&o so a resisténcia a metais pesados como tambémecanismos envolvidos
nesse processo tém sido estudados e descritosoeariptos. Tanto as células eucaridticas
como procariéticas requerem cobre para seu cresmnmormal. O cobre é essencial para
varias enzimas envolvidas na respiracao, tais casnoxigenases e proteinas de transporte
de elétrons. Por outro lado, o cobre acima de werma concentracdo tem a habilidade de
gerar radicais livres capazes de danificar o DN#embranas lipidicas, sendo toxico as
células. Dessa forma, seu nivel intracelular desrecentrolado. Como conseqiéncia, as
bactérias desenvolveram sistemas para se protegeorttentracdo excessiva de cobre e
ainda assegurar suas necessidades (Volouelais 2005).

Segundo Silver & Phung (1996) é provavel que aersias de resisténcia a metais
toxicos surgiram assim que a vida comec¢ou no man@tialmente poluido por atividades
vulcanicas e outras fontes geoldgicas. Como ocoora a resisténcia a determinados
antibioticos, a resisténcia a metais pesados «iptepte a recente atividade humana, que
criou a poluicdo ambiental. Quanto aos mecanismeslédos no processo de tolerancia ao
cobre pode-se considerar que: 1) ndo existe nemhecanismo geral para resisténcia aos
fons toxicos; 2) sistemas de resisténcia a essessni@m sido encontrados em plasmideos
de varias espécies de bactérias; 3) a resistéada @correr pela remocao dos ions toxicos
gue entram na célula por sistemas que envolversgoaie de nutrientes e por detoxificacao
enzimatica (reducdo quimica), convertendo ions nt&€gcos em menos toxicos, e
ocasionalmente, pela bioacumulacdo ou sequestti@d@ularmente ou na superficie da
célula).

Os sistemas de remocéao de ions tdxicos constityammapal mecanismo envolvido
na resisténcia ao cobre encontrados em plasmidemsm®ssomos. Estes podem se dar por
meio de ATPases ou quimiosmose. Esses sistemdieg@entemente, mas nem sempre, 0S
mesmos em todos os tipos bacterianos (Cooksey,).1880r & Phung (1996) citam os
sistemas de conversdo de formas téxicas de mergdgfd) para merctrio metalico menos
toxico e volatil e no caso de estirpesMygcobacterium scrofulaceunesistentes ao cobre,
gue acumulam intracelularmente um precipitado pet@usS.
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Como citado anteriormente, o0s sistemas que conferesisténcia tém sido
localizados principalmente em plasmideos, mas també&o determinados por genes
cromossomais. Em 1993, na Califérnia, foi desctitb gene cromossomal conferindo
resisténcia ao cobre e¥h campestrigv. juglandis(Lee et al, 1994). Posteriormente outro
gene, ndo muito comum, localizado no cromossomonaésolado de pimentdo de Taiwan
foi relatado por Basiret al (2005) emX. vesicatoria Este gene apresentou alta homologia
com ocopRdeP. tomato

Os plasmideos sdo elementos extracromossomaizesag@ serem transferidos entre
isolados, espécies e géneros, sendo 0s mais essudsd deBurkholderig Erwinia,
Pantoea Pseudomonad®Ralstonia Xanthomonasentre as fitobactérig¥ivian et al, 2001).
Suas funcdes sdo muito variadas, podendo contersgaa viruléncia, toxinas e os que
codificam funcdes fisiologicas (Ferreira, 2003). résisténcia ao cobre conferida por
plasmideos tem sido amplamente estudad®sendomonas XanthomonasA clonagem e
caracterizacdo dos genes plasmidiais e cromossa@ueaisonferem enX. campestrie P.
syringaemostram que esses sistemas sdo relacionadosrertiéahomodlogos (Valoudakis
et al, 1993).

Trabalhos realizados por Stadt al (1986), na Florida (EUA) revelaram um
plasmideo associado a resisténcia ao cobrX.evesicatoria Esse plasmideo, denominado
pXvCu foi transferido por conjugacao para isoladessiveis que passaram a apresentar
tolerancia. Posteriormente, em todos os isoladoX. deesicatoriaavaliados na Califérnia
(EUA) por Cooksey (1990), foi identificado um plddeo grande homologo aos
identificados nos primeiros isolados resistenta®lare, o pXvCu. Esses plasmideos sao
normalmente auto-transmissiveis, polimérficos qoasadalisados com enzimas de restricao
e de tamanho variavel, normalmente 200 kb (Cook<$S0).

A maioria dos isolados d€. vesicatoriaresistentes ao cobre transferem o pXvCu a
progénie e foram isolados de plantas em estadost;entes diferentes. Parece provavel
gue isolados contendo pXvCu tenha sido disseminaciosiaterial propagativo de tomate e
pimentdo para diferentes areas. A transferéncigugativa poderia também ser importante
na expansao e estabelecimento local do plasmideomopulagbes de campo.

No intuito de monitorar a presenca de genes dstéesia ao cobre, Garde & Bender

(1991) desenharam uma sonda de DNA baseada nocgelifecado pelo plasmidio de
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pXv10A de X. vesicatoria apresentando alta especificidade para genes siérecia a
cobre presentes nesse patdgeno.

Ainda emX. vesicatoria Valoudakiset al. (2005) descreveram recentemente uma
nova ORF (open reading frame/sequéncia abertaitdealeinduzida por cobre, chamada de
copL Andlises dessa sequéncia mostraram homologia csnmgenescopAB de X.
axonopodigv. citri, X. campestrispv. campestrie Xylella fastidiosa

Os mecanismos de resisténciaRntomatosdo também muito estudados. Bender &
Cooksey (1985, 1986) e Cooksey (1987), citadoQumksey (1990) observaram que todos
os isolados resistentes ao cobrePdeomatocarregavam um plasmideo de 3,5 kb chamado
pPT23D que conferia tal resisténcia. Este plasmid@omostrou variagdo em tamanho ou
nos perfis, apresentando quatro ORFs de 4,5 kimanteas decopA copB copC e copD,
organizadas em sequéncia uma atrds da outra, conpromotor induzido por cobre
localizado antes deopA Tal como aP. syringae isolados resistentes d®& cichorii, P.
putida, P. fluorescenmmbém possuem o operoop homologo.

Em Pseudomonasp. existem dois genes reguladores denominadospfe copS
e outros quatro genes estruturaispABCD como citado anteriormente. Nesta bactéria
armazenamento do excesso de cobre no espaco perdieco € considerado como uma
protecao a célula da toxidez do cobre (Silver &gl 996).

Segundo Cooksey (1990) as proteinas CopA e Cop& tlamatoestdo localizadas
no espaco periplasmético e CopD e CopB na memimatena. Como as proteinas de
membrana CopD e CopB estdo envolvidas no movimgsmtoobre através das membranas
internas e externas nao esta bem compreendid@(SilPhung, 1996).

Para evitar a toxidez do cobre acumulado em suataséP. tomatoparece ndo
transformar o cobre. O mecanismo alternativo aceitue os ions sejam aproveitados em
produtos celulares. Andalises mostraram que as ipesteCopA e CopB séo ricas em
metionina e histidina, aminoacidos que se ligancawe. Além disso, essas proteinas estao
arranjadas em hélice o que indica a ligacdo maltiptobrindo os ions do metal (Silver &
Phung, 1996). Estudos de Cooksey & Azad (1992) nau@sh queP. syringaeque carregam
0 operoncop clonado acumularam mais cobre total celular quesaados sem o operon,

sustentando o papel de seqiiestro de cobre no reewade resisténcia de cobre. E provavel
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gue este mecanismo seja comum em varias espéciesededomonasesistente ao cobre
associadas a plantas.

Carzolaet al (2002) verificaram que a maioria dos isoladosPdesyringae em
manga, de Portugal e Espanha, resistentes ao owdmregavam plasmideos de 62 kb.
Contudo, estes também estavam presentes em isadades/eis ao cobre. Seus estudos
mostraram que esses plasmideos continham geneslmparde homologos ao operon
copABCD

Os primeiros estudos de tolerancia ao cobreXeraampestrigv. viticola foram
realizados por Chanet al (1991), citado por Araujo (2001). Avaliando dises produtos a
base de cobre, além de antibiéticos, no controleasiaro bacteriano da videira na india, os
autores concluiram que a acdo desses compostaspresentava controle significativo na
severidade da doenca. Em condi¢bes de campo, @hahd1992), citado por Nascimento
& Mariano (2004), observaram que o uso de oxictoo cobre, seguido de aplicacbes de
calda bordalesa, reduziram a severidade dos sistaimaancro. Posteriormente Chasid
al. (1994), citado por Lima & Moreira (2002), avadiar a eficiéncia de produtos tais como
oxicloreto de cobre, sulfato de estreptomicinasatétlina e bacterinol em mudas com
diferentes niveis de infeccdo p¥cv em viveiro num periodo de 4 anos, verificando gue
bactéria havia desenvolvido resisténcia ao cola antibiotico.

No Brasil, Nascimento & Silva (1999) avaliaram @@gle alguns agroquimicos
(abiatato de cobre, acibenzolar-S-methyl, hidréxit#o cobre, oxicloreto + mancozeb, e
potassio e fésforo) no controla vitro do patdgeno e verificaram que o hidroxido de
aluminio, oxicloreto + mancozeb e abiatato de ¢gim@porcionaram maior inibicdo dev.
Lima & Mashima (2000) testaram o efeito de oxit@tina, sulfato de cobre, amodnia
guartenéria, cloranfenicol, cobre liquido e termegiéa (dgua quente) no tratamento de
bacelos com baixos niveis de infeccdo da bactenesdicando que os sintomas persistiam
em porcentagens variadas, sendo dessa forma esiced processo curativo. Silea al.
(2000) testaramn vitro sulfato de gentamicina + oxicloreto de cobre; efxéciclina +
estreptomicina; oxicloreto de cobre + mancozebnaétidos; kasugamicina; ion zinco +
hidréxido de cobre; ion zinco + oxicloreto de cobogitetraciclina + sulfato de cobre

tribasico; cal + sulfato de cobre, entre outrogdptos. Os indices de inibigcdo do patégeno
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variaram com os tratamentos, entretanto, a miskeiisulfato de gentamicina e oxicloreto de
cobre foi a que apresentou a maior inibicdo docorento do patdgeno.

A tolerancia ao sulfato de cobre em cinco estitpasileiras deXcvfoi determinada
por Araujoet al. (2003) que verificaram uma toleranamvitro até 300ug/ml de ions de
cobre, no entanto, as bases genéticas da ressstnciobre nesta bactéria ainda ndo foram
alvo de estudos.

OBJETIVOS

Levando em consideracdo a possibilidade de ocoarée resisténcia ao uUnico
método de controle quimico disponivel e mais @tiliz nas areas de ocorréncia da doenca e

diante da falta de estudos nesse sentido, forastivdg deste trabalho:

(1) Caracterizar isolados d&anthomonas campestnw. viticola quanto a tolerancien

vitro ao cobre.

(2) Detectar por PCR a presenca ¥anthomonas campestrigv. viticola de genes
homdlogos ao gensopApresente nos genomas Xanthomonas axonopodiw. citri e

Xanthomonas campestipsy. campestris

(3) Sequenciar e caracterizar os produtos amplifisaorrespondentes ao geopAem

diferentes isolados déanthomonas campestfw. viticola.
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2- MATERIAL E METODOS

2.1- Isolados bacterianos

No estudo de tolerancia ao cobmevitro (Tabela 7) foram utilizados: 11 isolados de
Xanthomonas campestrigv. viticola (Xcy) obtidos de amostras de plantas de videira
coletadas na regido do Vale do S&o Francisco ef®bidas para andlise no Laboratorio de
Fitopatologia da Universidade de Brasilia — UnBeslirpes provenientes da Colecdo de
Bactérias Fitopatogénicas do Departamento de FRdatgmaa — UnB, ja caracterizados
anteriormente por Trindada al (2005); 2 estirpes obtidas junto a Colecdo deéias do
Instituto Biologico de Campinas (IBSBF 1385 e 13@9p estirpe tipo (NCPPB 2475),
originaria da Iindia, obtida da National Collectioh Plant Pathogenic Bacteria, Central
Science Laboratory (Sand Hutton, York, Reino Unidggort permit n° 05227), totalizando
21 isolados bacterianos. Os isolados utilizadogenestudo foram selecionados para

representar diferentes areas e épocas de coltavydde 1998 a 2006.

2.2- Metodologia 1
2.2.1- Meio de cultura e produtos utilizados
Nos testes de sensibilidade ao cobre foi utilizadoeio MMCC — Médium Minimal

Complexing Copper (Pohronezey al, 1992), que possui baixa capacidade de complexar

0s ions de cobre.
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Tabela 7. Designacao, origem e ano de coleta dos isolagd&dthomonas campestiis.

viticola utilizados no estudo de tolerancia ao cobre.

Identificacdo Cultivar de origem Local de coleta Ano
de Coleta

1 |NCPPB 2475| cv.Anab-e-Shahi india 1972
2 |UnB 1183 cv.Red Globe Faz. Vale das Uvas — PE 1994
3 |IBSBF 1369 | cv.Red Globe Petrolina — PE 1998
4 |IBSBF 1385 | cv.ltalia Teresina — Pl 1998
5 |UnB 1190 cv.Red Globe Projeto Senador Nilo CoelhBE- 1998
6 |UnB 1204 cv.Red Globe Projeto Manigoba, JuazeB#— 1999
7 |UnB 1205 cv.ltalia Faz. Labrunier, Sobradinho — BA 2000
8 |UnB 1216 cv.Red Globe Projeto Bebedouro, Petrehire 2000
9 |UnB 1212 cv.ltalia Projeto Senador Nilo Coelho—- PE 2001
10 |UnB 1222 cv.Perlette ou Italia Projeto Bebedouetrdtina — PE 2001
11 |UnB 1292 cv.Red Globe Projeto Mandacaru, JuazeBé — 2003
12 | UnB 1293 cv.Superior x IAC 766 | Faz. Vale das Uvas — PE 2003
13 | UnB 1294 cv.Thompson x Paulsen Faz. Boa Esperanca, PetroRta 2003
14 |UnB 1295 cv.Festival Projeto Bebedouro, Petrolina — HE 2004
15| UnB 1298 cv.ltélia Projeto Bebedouro, Petrolina — PE 2004
16 |UnB 1299 cv.Thompson Faz. MARIAD, Petrolina — PE 2004
17 | UnB 1301 cv.Thompson Petrolina — PE 2004
18 |UnB 1310 cv.Festival Faz. Frutirenda, Petrolina — PE 2005
19 |UnB 1314 cv.Red Globe Faz. Boa Esperanca, Petrolina - PE 5 200
20 |UnB 1316 cv.Rede Globe Faz. PECEL, Juazeiro — BA 2005
21 |UnB 1318 cv.BRS — Morena Caldas — MG 2006
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Os produtos utilizados foram o sulfato de cobreSQy, 20 % do produto ativo
(Pa), com nome comercial de Cupro-Dimy e o oxit¢tode cobre (GCI(OH)s3), 35 % Pa,
com nome cormercial de Agrinose. As concentraciiessfdos produtos foram: 0, 10, 20,
30 40, 50 e 6Qg/ml.

Os produtos cupricos foram preparados como sotugsieque na concentracdo de 2

x 10 pg/ml e adicionados ao meio assepticamente antesrtéelo em placas de Petri.

2.2.2- Preparo das suspensfes

Os isolados bacterianos foram recuperados dagasilinantidas em glicerol 30 %, a
—80 °C e transferidos para meio 523. Apés 72 pguoel-se uma suspensao bacteriana, em
agua destilada estéril, calibrada para 2,54 %uf€ml, utilizando-se espectrofotdmetro
digital UV — 1203 (Shimazu Corporation) a 550 nmodenprimento de onda e 0,575 de
absorbancia. Em seguida as suspensdes foram dikridaérie até 41:100.000).

2.2.3- Inoculacéo e avaliacao

Uma aliquota de 5@I da suspensdo bacteriana padronizada e diluid@’afdi
depositada e espalhada, com auxilio de uma alcBrigalski flambada, sobre o meio
MMCC contendo cobre nas concentracdes desejadas Apnoculacdo, as placas foram
incubadas a 28 °C. Para cada isolado foram reabztés repeticbes e um controle (placa
contendo meio MMCC sem adicéo de cobre).

A avaliacédo foi realizada apés 72 h de incubagéd?3 °C, através da contagem de
colonias, expressas em ufc (unidade formadora tfniep de cada placa. Em seguida

calculou-se a média entre as trés placas e os fl@@os transformados para ufc/ml.
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2.3- Metodologia 2

2.3.1- Meio de cultura e produto utilizado

Utilizou-se a metodologia descrita por Marco &IIS{g983), utilizada paracv por
Araudjo (2001). Preparou-se meio nutriente-agar (MAromo fonte de ions de cobre,
utilizou-se Cupro-Dimy, contendo 20 % de CuS8lulfato de cobre). Testou-se as seguintes
concentragdes: 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300e38Wug/ml.

2.3.2- Preparo das suspensfes

As suspensoes bacterianas foram preparadas cenf@serito no item 2.2.2.

2.3.3- Inoculacéo e avaliacao

A partir das suspensdes preparadas anteriornat® fetiradas aliquotas de @l
adicionadas a tubos “Eppendorf” contendo 1 ml diucdio de ions de cobre nas
concentracdes citadas anteriormente. Apos 1 huaiig de 10Qul de cada tratamento
foram retiradas e transferidas para placas de, Betriendo meio NA (sem adicdo de cobre
subsequente). A sensibilidade foi avaliada apoh @& incubacgdo, a 28 °C, através da

analise da presenca ou auséncia de colbnias laaatemas placas.
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2.4- Deteccéo e caracterizacdo de sequéncias doeggeapA em Xanthomonas campestris
pv. viticola

2.4.1- Amplificacdo do geneopA

Para amplificagdo de um fragmento de 925 pb de gepA (Tabela 8 foram
utilizados os “primerstopALe copAR

Tabela 8. Descricao dos “primers” desenhados com base mggseias do geneopA de
Xanthomonas campestn®/. campestrise Xanthomonas axonopodm. citri (Trindadeet
al., dados nao publicados).

“Primer” Sequéncia (5" — 3)
COpAL CGA CCT GTC CGA CGT CAA
COpAR CGG CAT GTC GAT GGT GT

Os “primers” para a regidacopA foram desenhados a partir de sequéncias de
Xanthomonas campestiv. campestrigX.c.campestrisstrain ATCC 33913 (NC 003902)

e deXanthomonas axonopodpy. citri (X.a.citri) strain 306 (NC 003919), depositadas no
GenBank. Essas sequéncias foram analisadas petadmeletronica ao NCBI (National
Center for Biotechnology Information) e comparad#gsizando o programa BLAST
(Fassleret al, 2000). A partir dos alinhamentos obtidos fotded desenho dos “primers”
utilizando-se o programa Primer 3 (Rozen & Skaietd4©98). Para selecdo dos “primers”
procurou-se localiza-los em regides de menor déreigq entre as sequéncias de
X.c.campestrig X.a.citri.

As amostras de DNA de todos os isolados bactesigiooam submetidas a
amplificacdo com os “primers£opAem termociclador PT — 100 (MJ Research, Watertown,
Mass) onde inicialmente foram desnaturadas a 3®fQ min, posteriormente submetidas a
30 ciclos de 95 °C por 45 s; 1 min a 58 °C pardaamento dos “primers” e 2 min a 72 °C
para a extensdo, e uma extensao final de 72 °COpmin.

Para a PCR foram utilizados: tampao da enzima(20XmM Tris HCI, pH 8.4, 50
mM de KCI); 1,5 mM de MgG| 0,2 mM de cada um dos dNTPs (GIBCO — BRL)p2ol
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de cada um dos “primers”; 1.25 U @aq DNA polimerase (GIBCO — BRL) 5 ng de DNA e
agua MilliQ, para um volume final de 2&

Os produtos de PCR foram analisados em gel desmarl %. Apos a corrida o gel
foi corado, descorado e fotografado. O marcaddizadio foi 0 100 pb DNA — Ladder
(GIBCO — BRL).

2.4.2- Sequenciamento dos produtos de PCR amplifl@s com os “primers” copAL e
COpAR

A estirpe NCPPB 2475 e os isolados UnB 1292, Upg1UnB 1298, UnB 1399 e
UnB 1318 foram selecionados para sequenciamentoepogsentarem os mais divergentes
guanto a CMI de cobre observada entre os isolastadalos.

As reactes de sequenciamento dos produtos de &#&R fealizadas no Laboratorio
de Biotecnologia da Embrapa Recursos Genéticostediologia.

Uma aliquota de 2@l dos produtos das amplificacbes geradas pelosngps”
COpAL e copARforam submetidos a eletroforese em gel de agaoké, a 75 V. Em
seguida visando eliminar produtos inespecificos estien as bandas de 900 pb foram
excisadas do gel, transferidas para tubos “Eppé&ndmbertas com 1 ml de agua MilliQ
estéril, e mantidas a 37 °C por 1 h em banho-mApés a eluicdo do DNA, pl do mesmo
foi utilizado para uma nova reacdo de PCR com asngs” em questdo, sendo entdo os
produtos purificados da seguinte forma:3@o produto foi adicionado a 18 de acetato
de amonio e 7@l de etanol 100 %. Em seguida as amostras forantigdaara —80 °C por 2
h, centrifugadas por 40 min, a 40.000 rpm (12.00@)x a 4 °C. Desprezou-se o0
sobrenadante, os precipitados foram lavados comull@8 etanol 100 % e centrifugados a
5.000 rpm (1500 x), por 5 min. Novamente descartou-se o sobrenadserneo deixado os
precipitados secando em estufa a 37 °C, por 30 Ron.fim, os precipitados foram
ressuspendidos em 1B de agua MilliQ estéril. Em seguidad dos produtos de PCR
precipitados foi adicionado a il de cada um dos “primerstopAL e copAR na
concentracdo de@mol/ ul, e entdo enviados para sequenciamento.

No sequenciamento em cada uma das direcdes dawmefpf, a reacdo de

amplificacdo para incorporagdo dos nucleotideoscanas foi realizada em um volume
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final de 10ul, compreendendo 4l do kit Dynamic ET Terminator (Pharmacia Biotech,
EUA); 2 ul do “primer” (10 mM); 1ul do produto de PCR, na concentracdo de 4Qung/3
ul de agua MilliQ. Foram realizados 30 ciclos de Hicpgdo em termociclador Gene Amp
PCR System (Applied Biosystems), de acordo conograma: 95 °C por 20 s; 50 °C por 15
s e 60 °C por 1 min.

O sequenciamento foi realizado em sequenciadocgularidade Mega Bace 1.000
— DNA Analyzer System (Pharmacia Biotech, EUA) coondi¢cdes de corrida envolvendo
voltagem de injecdo de 3 KV, tempo de injecéo de é¥oltagem de corrida de 9 V.

2.4.3- Andlise das sequiéncias

A qualidade das sequiéncias obtidas nas rea¢Ossgdenciamento automatico foi
verificada pelo programa PHRED (Erwet al, 1998). As sequéncias foram analisadas
através de conexao eletronica ao NCBI (Nationalt&efor Biotecnology Information —
Estados Unidos). A comparacgao foi realizada unliltase o programa BLAST (Fasskr
al., 2000), com sequéncias ja depositadas no GenBaekabrange os bancos de dados do
EMBL e DDBS.

As sequéncias nucleotidicas dos isolados foranmadias utilizando-se o programa
Clustal W (Thompsoret al, 1994) com as sequéncias do geopA depositadas no
GenBank deX.c.campestristrain ATCC 33913 X.a.citri strain 306.

A andlise filogenética foi realizada utilizandoconjunto de programas PHYLIP
versao 3.6 (Felsenstein, 2005). Foi utilizada uetgiéncia de no minimo 600 nucleotideos.
A distancia evolutiva foi calculada utilizando oograma DNAdist, pelo método de
correcdo de dois parametros de Kimura (Kimura, 1986 relagbes filogenéticas foram
determinadas pelo método de Neighbor Joining. Aodrgibilidade de cada ramo da arvore
foi estimada por um valor de “bootstrap” de 10Q8licds (Hillis & Bull, 1993). O programa
Consensus Tree foi utilizado para gerar uma arcoresenso. A arvore foi obtida pelo
programa TreeView. A sequéncia do geopAde X. oryzaepv. oryzaefoi utilizada como

grupo externo. Um valor de “bootstrap” acima dé€« (i considerado confiavel.
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3- RESULTADOS

3.1- Metodologia 1

Através da contagem em cada repeti¢cdo, obtevenrsealor médio do numero de
coldnias, para cada tratamento com os diferentedupys. Em seguida esses valores foram
transformados para ufc/mrgébelas 9 e 1)

Para todos os tratamentos, com ambos os prodiilieados (sulfato e oxicloreto de
cobre) houve um decréscimo do numero de coloniaseti@nas, com o aumento da
concentracdo do produto, quando comparado ao ten@bservando-se o crescimento ou
inibicdo das col6nias, considerou-se como concgidraninima inibitoria (CMI), a menor
concentracdo de cobre que ndo permitiu o crescaEmteriano.

De uma forma geral, como mostrado Figura 13 e Figura 14, observou-se uma
evolucdo e uma variabilidade no crescimento da&ota ao cobre ao longo dos anos, de
1998 a 2006, em que isolados Xev foram coletados nas areas de ocorréncia do cancro
bacteriano.

A concentragdo minima inibitéria nos tratamentos) sulfato de cobreT@bela 9
variou de 10 a 6Qg/ml. A estirpe tipo NCPPB 2475 foi a Gnica quersestrou totalmente
sensivel ao cobre. Os isolados UnB 1205 e UnB hZ@3apresentaram crescimento a 20
ug/ml. Apresentaram uma CMI de g@/ml os isolados UnB 1204, UnB 1216, UnB 1222 e
UnB 1299. Com 4Qg/ml o nimero de colbnias comegou a reduzir. N&gga ndo houve
crescimento para os isolados: UnB 1183, IBSBF 186385, UnB 1190, UnB 1212, UnB
1294, UnB 1310 e UnB 1316. Com §@/ml ndo houve crescimento dos isolados: UnB
1292, UnB 1298, UnB 1301, UnB 1314 e UnB 1318. @lmese uma CMI de 6Qg/ml
somente para o isolado UnB 1299.
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Evolucédo da tolerancia o cobre

CMmI

Anos de coleta

y=0,8312x+28 y=0,961x +27,048

CuSo4 Cu2Cl (OH)3 = | i near (Cu2Cl(OH)3) Linear (CuSO4) ‘

Figura 13. Evolugéo na tolerancia ao cobre, expressa pe&leeotracdo minima inibito

em ug/ml C@', de isolados d&anthomonas campestrjsv. viticola coletadosentre o
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Variabilidade na tolerancia ao cobre

CMmI

cuso4 Cu2CI(OH)3

Isolados coletados entre 1998 e 2006

O NCPPB 2475m UnB 1183 OISBFS 1369 OISBFS 1385 m UnB 1190 oUnB 1204 ®UnB 1205 0OUNB 1216 mUnB 1212 BUNB 1222 O UnB 1292

OUnB 1293 m®@UnB 1294 ®UNB1295 @UNB1298 M®UnB1299 @UNBI1301 0OUnB 1310 OounB 1314 O UunB 1316 OunB 1318

Figura 14. Variabilidade na tolerancia ao cobre, expressa gencentracdo minima inibitoria
pg/ml CU™, dos isolados dganthomonas campestiis. viticola coletadosntre os anos de 199
2006.
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Tabela 9. Porcentagem do nimero médio de col6hide Xanthomonas campestrjsy.
viticola observado em meio MMCC contendo sulfato de cobraliéerentes concentractes

em relacdo ao meio sem cobre.

Isolados Cu™ (hg/mb

10 20 30 40 50
1 [NCPPB 2475 0 0 0 0 0
2 |UnB 1183 88 33 25 0 0
3 |IBSBF 1369 65 52 23 0 0
4 |IBSBF 1385 97 75 13 0 0
5 [UnB 1190 69 29 0 0 0
6 |UnB 1204 87 6 0 0 0
7 |UnB 1205 56 0 0 0
8 |UnB 1216 27 23 0 0 0
9 |UnB 1212 92 59 0 0 0
10 [UnB 1222 87 17 0 0 0
11 |UnB 1292 97 88 48 1 0
12 |UnB 1293 76 0 0
13 |UnB 1294 87 81 60 0
14 |UnB 1295 93 58 0
15 |UnB 1298 87 82 75 62 0
16 [UnB 1299 99 91 89 89 16
17 |UnB 1301 95 91 72 58 0
18 |UnB 1310 81 67 61
19 |UnB 1314 93 82 4 0
20 |UnB 1316 84 76
21 |UnB 1318 84 83 7 3 0

%média de trés repeticdes



73

No tratamento com oxicloreto de cobfalfela 10 a CMI também variou entre 10 e
60 pg/ml. Novamente a estirpe tipo NCPPB 2475 foi ac@ingue ndo apresentou
crescimento na menor concentragédo, deid/nl. Com 20ug/ml somente o isolado UnB
1295 se mostrou sensivel ao cobre. ApresentaramGMiade 30ug/ml as estirpes UnB
1183, IBSBF 1385, UnB 1190, UnB 1204, UnB 1205, UrfA 2, UnB 1222 e os isolados
UnB 1293, UnB 1294 e UnB 1298. A partir de@ml o nimero de colbnias foi reduzido,
sendo que os isolados UnB 1216, UnB 1299, UnB E30HB 1318 mostraram-se sensiveis
nessa concentracdo. Apresentaram uma CMI deghfl somente UnB 1292 e UnB 1310.
A estirpe IBSBF 1369 e os isolados UnB 1314 e UBB6lapresentaram uma concentracao
minima inibitéria de 6Qg/ml.

Com relacéo a distribuicdo dos isolados nas @easletaTabela 11), observou-se
gue isolados coletados na mesma localidade difierjjaanto a CMI. Por exemplo, no
estado da Bahia a tolerancia ao ion variou nasrajubferentes areas amostradas para
ambos os produtos testados, sendo que a tolerdiosgavada com oxicloreto foi maior do
gue com sulfato de cobre. No estado do Piaui, @alarea de coleta mostrou uma variagcao
de tolerancia quanto aos produtos testados. Ndaeska Pernambuco, no Projeto Senador
Nilo Coelho, a tolerancia ao ion manteve-se unirho restante das areas amostradas a
tolerancia variou tanto entre areas quanto entprautos testados, exceto na Fazenda Vale
das Uvas em que a tolerancia manteve-se unifornf@0gmy/ml com o oxicloreto de cobre e
nos isolados coletados em Petrolina, em que a twxalerancia manteve-se entre 40 e 60
ug/ml. No isolado coletado em Minas Gerais, a patirmudas mantidas em viveiro, a
tolerancia ao cobre variou entre 40 eu§iml.

A mesma diferenca observada entre as areas de ¢oiaibservada com relacéo a
distribuicdo dos isolados nos anos de coleta. amnplo, para sulfato de cobre, os isolados
com CMI maior que 5Qg/ml foram coletados a partir de 200Babela 11). Entretanto,
para oxicloreto de cobre a CMI maior que [gml ja é observada dois anos antes, em
2001.
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Tabela 10. Porcentagem do nimero médio de colGhdesXanthomonas campestris..
viticola observado em meio MMCC contendo oxicloreto de e&olem diferentes

concentracdes em relagdo ao meio sem cobre.

Isolados Cu™ (ng/mb

10 20 30 40 50
1 |NCPPB 2475 0 0 0 0 0
2 |UnB 1183 89 0 0 0 0
3 |IBSBF 1369 78 64 25 14 4
4 |IBSBF 1385 81 32 0 0 0
5 |UnB 1190 65 29 0 0 0
6 |UnB 1204 90 29 0 0 0
7 |UnB 1205 88 52 0 0 0
8 |UnB 1216 46 34 0 0 0
9 |UnB 1212 40 14 0 0 0
10 [UnB 1222 90 46 0 0 0
11 [UnB 1292 95 75 47 28 0
12 |UnB 1293 81 46 0 0 0
13 |UnB 1294 90 85 0 0 0
14 |UnB 1295 98 0 0 0 0
15 |UnB 1298 71 49 0 0 0
16 [UnB 1299 89 80 44 0 0
17 |UnB 1301 65 53 34 0 0
18 |UnB 1310 46 4 3 0
19 |UnB 1314 68 63 57 52 6
20 |UnB 1316 72 56 49 42 18
21 |UnB 1318 84 33 25 0 0

®média de trés repeticdes
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Tabela 11. Sensibilidade ao cobre eKanthomonas campestry. viticola expressa em

CMI? (ug/ml de CU*), comparando-se areas de coleta.

Isolados Origem Local de coleta Ano de oMl cMI
Coleta CuSO, Cu(CI(OH)3

1 [NCPPB 2475 | Anab-e-Shahi india 1972 10 10
2 | IBSBF 1385 cv.ltélia Teresina — Pl 199§ 40 30
3 | UnB 1204 cv.Red Globe Projeto Manigoba, JuazeBé\— 1999 30 30
4 | UnB 1205 cv.ltalia Faz. Labrunier, Sobradinho — BA 2000 20 30
5 | uUnB 1292 cv.Red Globe Projeto Mandacaru, JuazeBé — 2003 50 50
6 | UnB 1316 cv.Rede Globe Faz. PECEL, Juazeiro — BA 2005 30 60
7 | UnB 1190 cv.Red Globe Projeto Senador Nilo Coelh®E- 1998 40 30
8 |UnB 1212 cv.ltdlia Projeto Senador Nilo Coelho — PE 2001 40 30
9 | UnB 1294 cv.Thompson x Paulse Faz. Boa Esperanca, Petroia 2003 20 30
10| unB 1314 cv.Red Globe Faz. Boa Esperanca, Petrolina — PE 5200 50 60
11| uUnB 1216 cv.Red Globe Projeto Bebedouro, PetroliffE 2000 40 40
12| unB 1222 cv.Perlette Projeto Bebedouro, PetrolifreE— 2001 30 50
13| UnB 1295 cv.Festival Projeto Bebedouro, Petrolina — PE 2004 30 20
14| unB 1298 cv.ltalia Projeto Bebedouro, Petrolina — PE 2004 50 30
15| unB 1183 cv.Red Globe Faz. Vale das Uvas — PE 1998 40 30
16| UnB 1293 cv.Superior x IAC 766 | Faz. Vale das Uvas — PE 2003 20 30
17| unB 1310 cv.Festival Faz. Frutirenda, Petrolina — PE 2005 40 50
18| UnB 1299 cv.Thompson Faz. MARIAD, Petrolina — PE 2004 60 40
19| IBSBF 1369 cv.Red Globe Petrolina — PE 1998 40 60
20| uUnB 1301 cv.Thompson Petrolina — PE 2004 50 40
21| UnB 1318 cv. BRS — Morena Caldas - MG 2006 50 40

“CMI: concentracdo minima inibitéria, observada eedadMMCC.
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3.2- Metodologia 2

Utilizando a metodologia utilizada por Araudjo (2)Q0paraXcy, através da qual
avaliou-se a tolerancia ao cobre pela presencaugénaia de col6nias em cada repeticao.
Observou-se que a tolerancia ao cobre nos setalahvaliados variou de 0 a 35§ml
(Tabela 12. A estirpe tipo NCPPB 2475, a estirpe IBSBF 1885 isolado UnB 1301 n&o
apresentaram tolerancia ao cobre na faixa de ctiacén testada. O isolado UnB 1292
mostrou toleréncia até 20Qg/ml, UnB 1299 até 25Qg/ml e o isolado UnB 1301

apresentou a maior tolerancia ao cobre entre tlis®testados, de 3p@/ml.

Tabela 12.Niveis de tolerancia de isolados Xanthomonas campestnm. viticola cobre

in vitro, segundo metodologia utilizada por Araudjo (20@i), meio NA.

Data de _ . Tolerancia (ug/ml
Isolado Coleta Cultivar Procedéncia de Cu”)a'b
NCPPB 2475 1972 Anab-e-Shahi india 0
ISBFS 1385 1998 ltalia Teresina — Pl 0
UnB 1292 2003 Red Globe Juazeiro — BA 200
UnB 1298 2004 ltalia Petrolina — PE 0
UnB 1299 2004 Thompson Petrolina — PE 250
UnB 1301 2004 Thompson Petrolina — PE 0
UnB 1318 2006 BRS-Morena  Caldas — MG 350

4Sulfato de cobre

P Concentragdo maxima em que houve crescimento
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3.3- Deteccéo e caracterizacao de sequiéncias dogg@pA em Xanthomonas campestris

pv. viticola

3.3.1 Analise com 0s primerscopA

Amplificagbes com os “primers” desenhados a pdsiseqiéncias do geocepAde
X.a.citri e X.c.camprestrisFigura 15) foram observadas para todos os isoladoXae
testados, produzindo inicialmente trés fragmentwsmtoximadamente 2 kb, 900 pb, 600 e
500 pb.

Bl R el el el el Rl el el o

900 ph = & 4 S e & e e el e

500 pb

FIGURA 15. Eletroforese em gel de agarose a 1 % dos prodl#d3CR obtidos com
“primers” copAL— copARcom DNA de diferentes isolados d@nthomonas campestnp.
viticola: (CN) Catrole Negativo; (1) NCPPB 2475;(2) UnB 1302; ()BJ1303; (4) Unl
1304; (5) UnB 1305; (6) UnB 1306; (7) UnB 1307; (B 1308; (9) UnB 1309; (10) Ur
1310; (11) UnB 1311. M1 e M2 — Marcador 100 pb DNARadder (Gibco-BRL).
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3.3.2- Andlise das sequéncias

A partir da amplificacdo do geneopA de X.c.campestrise X.a.citri apenas 0s
produtos de aproximadamente 900 pb foram utilizgubra 0 sequenciamento, sendo 0s
produtos inespecificos eliminados, conforme citadteriormente no item 2.4.2. Apos o
sequenciamento, somente para a estirpe tipo NCEBPB @ os isolados UnB 1292, UnB
1295 e UnB 1318 obteve-se sequéncias de alta qdalid

Estas sequéncias foram comparadas através do mad@BAST que mostrou alta
similaridade do produto de PCR detectado Xtw com o genecop de varios isolados
bacterianos presentes no GenBardbgla 13.

Tabela 13. Comparacédo (NCBI — BLAST) do gem®pA seqienciado dXanthomonas
campestrigv. viticola com sequéncias depositadas no GenBank.

) ) Grau de
Acesso Descricdo das estirpes ) _
identidade
AE012013.1 Xanthomonas axonopodis. citri strain 306 98 %
AM039952.1 Xanthomonas campestiis. vesicatoria 94 %
AP008229.1 Xanthomonas oryzgev. oryzaeMAFF 311018 89 %
AE013598.1 Xanthomonas oryzgev. oryzaeKACC10331 89 %

AE012155.1 Xanthomonas campestips. campestristrain ATCC 33913 80 %

CP000050.1 Xanthomonas campestis. campestrisstrain 8004 80 %

Apés o alinhamento das sequUéncias dos isoladd&deom as seqiiéncias do gene
copAdeX.c.campestristrain ATCC 33913X.a.citri strain 306 &. oryzaepv. oryzaestrain
KACC10331, como grupo externo, uma arvore filogeaéfoi construida. A arvore
filogenética geradaF{gura 16) mostrou um grupo englobando os isoladoXdeNCPPB
2475, UnB 1218, UnB 1292 e UnB 1295e&.citri, mais distantes d€.c.campestrie de
X.0.0ryzae
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Figura 16. Arvore filogenética obtida por Consensus Tree atirpado
sequenciamento do geneopA de X. campestrispv. viticola e sequéncii
depositadas no GenBank Hecampestrispv. campestridlNC 33913 X. axonopodi
pv. citri NC 003919 . oryzaepv.oryzaeAE013598.1.
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4- DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo confirmam agjéeletatados anteriormente, de
gue as estirpes brasileiras deanthomonas campestripv. viticola apresentaram
variabilidade na tolerancia ao cobre e que estaontia ocorre naturalmente nas regides
produtoras. Araujo (2001) mostrou que essas estimggs tolerantes ocorrem na regido de
Petrolina, e no presente trabalho, demonstrou-e¢aqubém ocorrem em outras areas como
Bahia e Piaui. Segundo Romeiro (1995), em algusss¢doda a populagédo bacteriana ja é
naturalmente resistente a um ou varios antibigticogjue também pode observado em
relacdo aos compostos cupricos.

A ocorréncia de estirpes tolerantes Xty pode ser explicada pela introducdo de
estirpes ja resistentes, através de material padipaginfectado da india, uma vez que
Chandet al (1994) ja observaram uma alta resisténcia acecator isolados d¥cv naquele
pais. Dessa forma, o uso freqlente de compostoscasipna regido do Vale do Sao
Francisco pode ter levado a um caso tipico de fwesle selecdo sobre a populacdo
bacteriana, que transmitiu essa resisténcia a p{eomeiro, 1995).

A tolerancia ao cobre observada neste trabalhacaefa hipétese levantada para o
patossistema d&X. vesicatoriaem pimentdo e tomatem que isolados tolerantes eram
disseminados através de material propagativo peendtes areas, implicando na expansao
e estabelecimento dessas populacdes. Outro fater eonsiderado que também pode estar
associado a este processo seria a transferéncjagatva (Cooksey, 1990), onde as
bactérias sdo capazes de trocar material genétite si, gerando variabilidade por
recombinagdo genética. Esta transferéncia podeesdanto entre plasmideos como entre
parte de cromossomos bacterianos (Romeiro, 1995).

Novamente fica colocada em questdo a provaveldutaficiéncia do uso exclusivo
e excessivo dos produtos cupricos no controle aeroabacteriano da videira (Araujo,
2001), ja que esses produtos sdo recomendadosyparacdo preventiva (Malavolta it
al., 1999). O presente trabalho e outros relatos amrae Chaneét al (1991), Chanet al
(1992), Chanckt al (1994), Lima & Mashima (2000) e Aralg al. (2003) indicam que a

resisténcia ao metal esta presente nas estirpgsasi e india.
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A ocorréncia do aumento na tolerancia aos ionsobdeecemXcv ao longo dos anos
também reflete o ocorrido em outros grupos de bastdais comoX. vesicatoria na
Flérida, EUA (Marco & Stall 1983) e no Brasil (Aguwiet al 2003; Quezado — Duvat al,
2003 e Carmet al, 2001) e enf. tomatona Califérnia, EUA (Cooksey, 1990) e no Brasil
(Silva & Lopes, 1995), onde os produtos cupricoguprorganicos quando aplicados
isoladamente ndo foram mais eficazes no contralsesdepatdgenos.

A variabilidade na tolerancia encontrada entre ptrdeareas de coleta sugere
novamente que houve uma disseminacdo das estigiestaterantes por meio de material
propagativo para esses diferentes locais ou mesmaeacao local das estirpes, ocasionada
pela pressdo de selecdo devido as aplicacdes masede produtos a base de cobre. Essa
ocorréncia reflete uma das hipéteses levantadaSrpatadeet al (2005) para a diversidade
genética encontrada entre isoladosXde onde os autores levantam a possibilidade de que
ocorreu uma unica introducdo de onde o patogenadiBgeminado para outras areas
produtoras no Vale do Séao Francisco.

E importante ressaltar que os resultados de tdstéslerancian vitro aos ions de
cobre sdo muito variaveis, pois dependem da esdaollmaeio de cultura, ja que muitos deles
complexam o cobre, como observado por Silva & Lqfh695). A resisténcia de isolados de
P. tomatovariou sensivelmente quando utilizados diferentesosm King's B, NA, 523 e
MMCC. O mesmo foi observado por Rezende (2006), megs 523 e MMCC, para
Erwinia psidii.

No estudo em questdo foi utilizado o meio MMCCracterizado pela baixa
formacdo de complexos com o cobre e como comparaca®todologia utilizada por
Araljo (2001) para estudos de tolerancia ao colmeXev. Os niveis de tolerancia
(expressos em CMI) observados nos isolados estada@ram entre 0 e 5@/ml para
ambos os produtos utilizados e ndo foram tao ajt@nto os relatados por Chaetlal
(1994, na india, citado por Araudjo (2001), que amn entre 600 e 180@y/ml, e por
Araujo (2001) que variaram entre 50 e 3@@ml. Utilizando metodologia semelhante, na
qgual incorporava-se o cobre ao meio MMCC, Reze@06§) observou uma tolerancia de
até 30ug/ml de CU* para o sulfato de cobre e de atéu§0ml de CU" para o oxicloreto de

cobre em isolados derwinia psidii.
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Corroborando os resultados de toleramei&itro aos ions cobre verificou-se que o
genecopAparece ja estar expandido e estabelecido nasgudiad bacterianas, uma vez que
foi possivel obter amplificagdo positiva com osirf@rs” correspondentes ao gesapAde
X. campestrigov. campestrise X. axonopodigv. citri para todos os 37 isolados Hev
testados. A estirpe tipo dev, NCPPB 2475 da india, ndo mostrou tolerancia aalimaas
apresentou o respectivo gene que confere resigt@dai mesma forma, e syringaeda
manga, tanto isolados sensiveis quanto tolerantesmatal carregavam plasmideos
homologos a@wopABCD(Carzolaet al, 2002). E possivel, portanto, que o gene nagaeste
sendo expresso nessa estirpe (NCPPB 2475). Coasitteque esta foi coletada em 1972,
ano do primeiro relato da doenca na india, é pekgiue naquela época nido fosse
necessario ainda o uso extensivo de compostosoggpara o controle da doenca.

A alta homologia entre os produtos das amplificagbem os “primers’topARe
copAL a partir do DNA dos isolados dé campestrigv. viticola com o geneop Ade X.
campestrigv. campestrie X. axonopodipv. citri, confirmou a existéncia do gene av.

A arvore filogenética gerada com alta reprodutibidle mostrou maior distancia Hevem
relacdo aX. oryzaepv. oryzaee X. campestripv. campestrise maior proximidade corX.
axonopodispv. citri. Este fato pode ser um indicativo de maior afideldeX. campestris
pv. viticola com a espécieX. axonopodisdo que comX. campestrisconfirmando as
observacOes de Takitd al (2004) em trabalho analisando a regjato

Entre os quatro isolados que tiveram os produtd®Ci sequenciados, a estirpe tipo
NCPPB 2475 foi a que mostrou menor tolerancia dwe;cosseguido de UnB 1295, UnB
1292 e UnB 1318. Mesmo dentro do agrupamento gueiunos isolados dX. campestris
pv. viticola e X. axonopodipv. citri a arvore filogenética formou ramificacdes nas qaais
estirpe mais sensivel NCPPB 2475 foi agrupada préisima do isolado UnB 1295 que
também se mostrou mais sensivel com relacdo aoaislebnB 1292 e UnB 1318, que

apresentaram maior tolerancia aos ions metéalicosloe.
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TESTES BIOQUIMICOS

Para a execuc¢éo de todos os testes bioquimic@splados foram cultivados por 48
— 72 h em meio 523 (modificado de Kado & Hesk&¥ ), a 28 °C.

1- Teste de KOH

- Colbnia bacteriana crescida por 72 h.
- KOHa3%
- Padrdes para comparacao utiliza@bsthaybacter ratahay (UnB 1132), Gram-

positiva e X. campestris pv. campestris (UnB 159) K.c.campestris),Gram-

negativa.

2- Teste de Oxidacao/Fermentacédo da glicose

- Meio O/F:

1 g de dextrose

100 mg de extrato de levedura
200 mg de peptona

0,5 ml de bromotimol ATN 1 %
100 ml de &gua destilada

- Utilizou-se como padrdo oxidativ.c.campestris (UnB 159) e fermentativo

Erwinia chrysanthemi (UnB 1028). Os tubos foram incubados por 3 dias.

3- Fluorescéncia em King's B

- Preparo de meio King's B modificado:
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- 20 g de protease peptona
- 15 g de glicerina
- 1,5 g de KHPO,
- 1,5 gde MgS®
- 18 g de Agar
- 1000 ml de &gua destilada
- Como padrao positivo foi utilizad®seudomonas fluorencens (UnB 419) e
X.c.campestris (UnB 159) como controle negativo.

- Incubou-se por 3 dias e a fluorescéncia foi olzsba sob luz UV.

4- Utilizagédo de asparagina como fonte Unica de dawno e nitrogénio

- Preparo do meio de asparagina:
- 1 gde asparagina
- 50 mg de MgS®. 7H,0O
- 50 mg de KHPQO,
- 1,8gde Agar
- 100 ml de agua destilada.
- Suspenséao bacteriana foi preparada para cadasimalados
- Em cada placa foram testados 4 isolados.
- O crescimento bacteriano foi observado do 3®atia’apos a inoculagéo.
- Como padrbes foram utilizado®Ralstonia solanacearum (UnB 486), cujo
crescimento foi positivo eX.c.campestris (UnB 159), que ndo apresentou

crescimento.

5- Crescimento em meio TTC

- Preparo de Meio NA, contendo TTC:

- 3 gde extrato de carne
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5 g de peptona

15 g de Agar

1000 ml de agua destilada

TTC (Cloreto de Trifenil Tetrazélio) a 0,1 %.

- Padrao utilizado para compara¢Xoc.campestris (UnB 159), cujo crescimento
foi inibido nesta concentracéo de TTC.

6- Atividade da Catalase

- Adicionou-se algumas gotas de peroxido de hidrimgéH,0,) 20 volumes sobre
uma lamina na qual depositou-se uma algca de massariana.
- Padréo positivo utilizado foK.c.campestris (UnB 159).
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Alinhamento das sequéncias amplificadas com os “priers” copAL e copAR de X.
campestris pv. viticola, X. axonopodis pv. citri, X. campestris pv. campestris e X. oryzae
pv. oryzae, através do programa ClustalW. A identidade entre ® nucleotideos é

representada por *.

Isolados Seqiiéncias

D - T I R R L
UnB 1318  eee----- CAACCTG- CCGACTGGTCACGGCTGTCAT- COGGACG: - - - - == === = = == =
NCPPB_2475 ~ cem o mmm o m i
UnB 1292 cee---- CTACACC- TACCTGCTCACACGGOGT GGCACCGRCOG: - - - - - = == = = = - = =
UnB 1295 ce--ee-- CAACACG- CCTACTGTTCA- CTGCTGTCTCOCCGACG: - - = - - <= = == = - -
X.c.canpestris TCATGCCTCCACCCGCACT TCGCGCATCATGCCCGCTTCCATGTGGTAGAGCAGATGGCA
X. 0.0ryzae TCATGCTTCCACCCGCACT TCGCGCATCATGCCCGCTTCCATGT GGTACAGCAGATGGCA
D - T ol I O O e e R R T
UnB_1318 GCAATTGGACCG GCTT- TTCCAACCCGGECGAGAAGGT G - - - CTGCTGCGTTTCATCAA
NCPPB_2475  mmmmmm s mmm e oo
UnB_1292 GCAATTGGACCGGACT TGT TCAAACCCGECGAGAAGGT G - - - CTGCTGCGTTTCATCAA
UnB_1295 GACATTGGACCGECTTCCCACCTCCCCCCGCAGAATGT G - - - CTGCTGCGTTTCATCGC
X.c.canpestris GT GGTAGGCCCAGCGECCCAGCGCAT CGECGCGTACGCGEGTAGCT GCGECGT GTCCCEEG
X.0.0ryzae GTGATACGCCCAGCGACCGAGCECGT CEECGAGCACGOGEGT AGGT GCGECEEGT GLCEEG
Xoa.citri TOCCT- - CGTCAATG - --------------------- ACCTACTTCGACATCCGTATC-
UnB 1318 TGCCT- - CGTCAATG - - - === - mmm e e e e o oo - ACCTACTTCGACATCCGTATC-
NCPPB_ 2475 TGGGT- - CGTCAATG - - - === - mmmm e e e oo oo - ACCTACTTCGACATCCGTATC-
UnB_1292 TOXCT- - CGTCAATG - --------------------- ACCTACTTCGACATCCGTATC-
UnB 1295 TGECC- TCGTCAATG - - - === == mmmm e e e e oo - ACCTACTTCCACATCCGTATC-
X.c.canpestris CGGCA- - TGTCGATGGT GTGCT TGCGCACCT GGAAGT TGCCATCGGCATCT TCCAGGT CG
X.0.0ryzae TGCCA- - TGTCGATGGTGTGCTTCI:GCACI:TCXBAAGTTCIICGTCC—ECATCTTCOAGATCXB

* % *kkkk k% * % * -* *** * %
Xoa.citri CCCELCCTCCG - ----=----------- CATGACCGT GGT GGCCGCCGACGGEECAATAC
UnB_1318 CCCCELCCTCLG - ---------------- CATGACCGT GGTGGCCGCCGACGGEECAATAC
NCPPB_2475 CCCEECCTCCG - === == === === - == - CATGACCGT GGTGGCCGECCGACGEGCAATAC
UnB_1292 CCCEELCCTCLG - -----------=----- CATGACCGT GGT GGCCGCCGACGGEECAATAC
UnB_1295 CCCCECCTGAG- - ---------------- CATGACCGT GGT GGCCGCCGACGGCCAATAC
X.c.canpestris CTCCACATGCCGTGCAGGTGGATGGGGTGCTGCATCATGGT G- TCGTTGACCAGCACGAT
X.0.0ryzae CTCCACATGCCATGCAGATGGATGGGGTGCTGCATCATGGT G TCGT TGACCAATACGAT
* * * * * * - * * *k k k% * % * % % *
X a. citri GTGCATCCGGTCAGOGTG: - - - = = = = = = = == m = = wm e e o mea oo cee o oe o
UnB_1318 GTGCATCOGGTCAGOGT G - = = = = = = = == == == mmem o oo eee e oo
NCPPB_2475 GTGCATCOGGTCAGCGTG: - - = = = = = = = = == w == xm e mme e o mee oo ee o oee o
UnB_1292 GTGCATCOGGTCAGCGTG: - - = = = = = = = = == m == mmm e e o mea oo oee e e
UnB_1295 ATGCATCCGGTCAGCGTG: - - - - - = = = = = = s s o oo mmm oo eee oo eea o
X.c.canpestris ACGCAGCCGCT CGCCGT ACT GCAGCCGCAAAGECT CGECCGAGCCGAAGGCGATECCGTC
X. 0.0ryzae GCGCAGCCGCTCECCGTACT GCAGGCGCAAGGEECTCTGCGGAAGCGAATGCGATGCCATC
**k % **k%* %% * k%

Xacitri  eeeeeea-o- GACGAACTGOG CATG - - - === === s mmmm e oo mm e GCCGCEECG -
UnB 1318  eeeeeeee- GACGAACTGOG CATG - - - === === s mmmm oo mme GCCGCEECCG -
NCPPB_2475 ~  --e---e-- GACGAACTGOG CATC- = = - = === s c s e mmmmmeem GCCGOGECECG -
UnB 1292  eeeeeeee- GACGAACTGOG CATG - - - === === s mmmmm oo mm e GCCGCEECCG -
UnB_1295 cee--ee-- GACTAACTGOCGCATC = = - - - === s wm e mme e e e GCCGAGECCG -
X.c.canpestris GAAGGACCAGCCGAACT TTTCCATGT GGCCGGT TAAGTGCAACT CGATT TCGCGECCCGG

X.0.o0oryzae GAATGACCAGGCGAATTTTTCCATATGCCCGGT CAGATGCAGCT CGATCT CGCGACCGGG
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*'* * *x % * % % **'*.**
Xoa.citri - AAACCTTCGACGTGATTGT CGAACCGCTCGGCCAGGATGCGT TTACGT TATTCGCGCAG
UnB_1318 - AAACCTTCGACGTGATTGT CGAACCGCTCGGCCAGGATGCGT TTACGT TATTCGCGCAG
NCPPB_2475 - AAACCTTCGACGTGATTGT CGAACCGCT CGGCCAGGATGCGT TTACGT TATTCGCGCAG
UnB_1292 - AAACCTTCGACGTGATTGT CGAACCGCTCGGCCAGGATGCGT TTACGT TATTCGCGCAG
UnB 1295 - ACACCTTCAACGTGATTGCCGAACCGCTCGTCCACGATGCCTTTACCTTATTCCCGCAC
X. c.canpestris TGCACGGECOGT CCEGEGT CGT CGAACAGGCT GT GCAGAT CGCCGTAACAGAGCACGCERECG
X.0.0ryzae CTCGCGGCIATCCGGGTCXBTCGAACAC&TGT&AGATCCII:GTAGCAOACI:ACGCGACG
. '* ******** * **.:* - s : **.
Xoa.citri GACAT-------- (GEECCAEC- ACCGECTTCG CCTGCGRCA- CGC- - TEECAGIGCAGCA
UnB_1318 GACAT-------- GGGCCGEC- ACCGGECTTCG CCTGCGRCA- CGC- - TGGCAGTGCAGCA
NCPPB_2475 GACAT-------- GGEECCAEC- ACCGECTTCG CCTGCGRCA- CGC- - TEECAGIGCAGCA
UnB 1292 GACAT-------- GGEGECCAEC- ACCGECTTCG CCTGCGRCA- CGC- - TEECAGIGCAGCA
UnB_1295 GAGAT-------- GGGTGGEC- TCCTGCTTCG CCTGCTGCT- CGC- - TGGCGATGCAGCA
X. c.canpestris GCCGTTGT TGCGCAGGECCAACGCCGEEGET CGT CCAGCCGECGGT GCACTGECATTGCTGCG
X.0.0ryzae TCCGTTGTC&CI)AAGCCDACCXZCAGGGTCGTCCAGGCECH:GCGGTCIIATTGCT&G
. . . . * % % * % % ** * * % * % **** *** **
X a.citri (0 R e
UnB 1318 (0 O I e
NCPPB_2475 0/
UnB_1292 (0 € e i
UnB 1295 (0 O I
X.c.canpestris CATGTCGATCAGCGGGTTGT GGTCTTCGCT GGCGEGEGET GGT GT GGCGCGCGECGAGGATGC
X.0.0ryzae CATGTCGATCAACGGGT TGCCGTCTTCGCTGECEEGT TGATGCGGTGTCTTGGT CTGCGT
D - T o1 I O O e R R
UNB_ 1318 s el
NCPPB_2475 = so s s s e o e m e
UNB 1292 s et e e oo oo
UNB_ 1295 e oo
X.c.canpestris ACTGGCGTGGECCGTGCTGT TGCAGGEGEE - - - GTGCGCAGATGGATCGTGC- TGCACGGTG
X.0.0ryzae GTTGCCACCCCCATGCCCGT GCATTTCCGGCATCGGCATTGCCATCGCGTGTGCTGCATG
D - T o1 I O O e
UNB_ 1318 s o el
NCPPB_2475 = so s s s oo e e oo
UNB_1292 e m e e e
UNB_ 1295 el
X.c.canpestris TGGCCCGCATGCGTATCCGCCGECGAGGCGECCGTGCTGTGCCGRCATGTCATGCATTG C
X. 0. 0oryzae CGCGTCGCCTTGCGTCGTACCGTCGCCTTGCGTCGTACCGT CGCCGT GCATCGCGTGGTC
Xoa.Citri e CTTGCAG - ---------- GCGCCG AT
UnB 1318 = s e e e e oo eeeeee oo CTTGCAG - ---------- GCGCCG AT
NCPPB_2475 = cmmmmm e e CTTGCAG - ---------- GCGCCG AT
UnB 1292 e e e e e oo e meeee oo CTTGCAG - ---------- GCGCCG AT
UnB_1295 e e e oo CTTGCAG------------ GCGCCG AT
X.c.canpestris GCCATGCGCCATGCCATCGCCGTGCCCCATATCCTGCATGGTGAGGATGGCGCELG - GA
X. 0. 0oryzae GCCATGCCCCATTCCATCGCCATGGBCCGATGT CTTGCATGGT CAGAAT GGECGCECG - GA
* kk k% * k k%
Xoa.citri TCCTGCGCTGG ATCCGCG - == == === === == m = = - CGCCATCCTGAC- CATGCAGEA
UnB_1318 TCCTGCGCTGG ATCCGCG - ----=-=--==------- CGCCATCCTGAC- CATGCAGGA
NCPPB_2475 TCCTGCGCTGG ATCCGCG - == == === === == = = - CGCCATCCTGAC- CATGCAGEA
UnB 1292 TCCTGCGCTGG ATCCGCG - === === === === m = = - CGCCATCCTGAC- CATGCAGEA
UnB 1295 TCCTGCGCTGC- ATCCGCG - == == === === == m = = - CGCCATCCTGAC- CATGCTGEA
X.c.canpestris TCCTGTGCCGGAAT CGGCGECCTGCAAGCCGT GGCGCACCGCCAGCGT GCCGCAGGCAAAT

X.0.o0oryzae TCCAGT GCCGGAAT CGGCGCCT GCAAT CCGT GCTGCACCGCCAGT GTGOCGCAGGCAAAG
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***:* ** % *kk* k**k*k * kk k% **'* * % **:.'
X a.citri O e ATGGGGCATGCCGATGG - - - - - - -
UnB_1318 O e ATGGGGECATGCCCATGG - - - - - - -
NCPPB_2475 O R ATGGGGECATGCCRATGG - - - - - - -
UnB_1292 O e ATGGGGCATGCCGATGG - - - - - - -
UnB 1295 O R ATGGAGCATGICCATGG - - - - - - -
X. c.canpestris CCGGTGCGECCCATGT - CTTGT GCGAACAGCGTAAAGGCATCCTGGCCGATGGEGT TCGAC
X.0.0ryzae CCGGTGCC{I:CCATGT CCTGAGCGAATAACGTAAACGCATCCTGGCCGAGCCXBTTCGAC
* * ** % .

Xa.citri  ----- CATGGAT-------=---““““““““----~---- CACGCG- CTGCCCGCAATGC
unB_ 1318  ----- CATGGAT--------=mmmmmmmmmmm e o m oo oo - CACGCG- CTGCCCGCAATGC
NCPPB 2475 ----- CATGGAT------------“““““““““-~--~---- CACGCG- CTGCCCGCAATGC
UnB 1292  ----- CATGGAT------------““““““““--~-~--~--- CACGCG- CTGCCCGCAATGC
UnB 1295  ----- CATGAAT- - - - - - s s e e e m e e e e oo o CACGAG- CTGCCCGCAATGC
X. c.canpestris GAGGACATCGAATGT TTCGGCGGECGGECAAT GCGCAATTCATCCACG: CTGACCGG ATGC
X.0.0ryzae AATOACGTCXBAACXSTTTCC{SCCG:GGCGATCI:CI;AGTTGBTCOACG CTGACCGG- ATGC

'*' '*..* *** * k% * k k%
X a.citri ACG -----m e - GCGCCGCCCG - GGATCCTGG - - - - - - -
UnB 1318 ACG ------mmmmmm e GCGCGCCCG - GGATGCTGG - - - - - - -
NCPPB_2475 ACG ------mmmmmm e GCGCGCCCG - GGATGCTGG - - - - - - -
UnB_1292 ACG -----mmmmmm oo GCGCCGCCCG - GGATCCTGG - - - - - - -
UnB 1295 O e GCGCGCCCA- - GGATGCTGG - - - - - - -
X.c.canpestris ACATATTGGCCGT CGGCGECGACCACGGT CAT GCGCAGCCCGGGGATGOGGAGATCGAAA
X.0.0ryzae ACGT ACTGCCCATCGGCGGCCACCACGGT CATGCGCAGACCGGGGATGCGGATGTCGAAG

* % % * * *kkk k% *
D - Vo1 I O T i i
UNB_ 1318 s el
NCPPB_2475 so s s s oo e m e e oo
UNB 1292 s et e e oo oo
UNB_ 1295 e oo
X.c.canpestris TACGTCATCGAAGAACCATTGATGAAACGCAGTAGCACCT TTTCGCCAGGCTTGAATAGT
X.0.o0ryzae TAAGT CATCGACGAGCCGT TGATGAAACGCAGCAACACCT TTTCGCCCGGCTTGAACAAT
X a.citri - CGECCC-------- ATGGGATGCACACCATG - - - === === s mmmmmm e e e o
UnB 1318 - CEXCCC-------- ATGGGATGCACACCATG - - === === - mm-mmmmmmmmae o
NCPPB_2475 - CGECCC-------- ATGGGATGCACACCATG - - - == === - s mmmmmmm e e -
UnB_1292 - CGECCC-------- ATGGGATGCACACCATG - - - == === s mmmmmmmm e e
UnB 1295 - CEXCCC-------- ATGCGATGCACACCATG - - === === mmmmmmmmmmmome o
X.c.canpestris CCGGT CCAGT TGCCGGECCEECGCCACGCCGT TGAGCAGGTAGGTATAGGTGTTGGCGT TG
X. 0. 0oryzae CCC{;TCCAGTTCXZCGGCC{RCXZCACGCEATTGAGCAGBTACXBTGTAGSTGTTGGCGTTG
* % % * * % * * * *
Xea.Citri e CACTCGCATGACG - - - ATGCCAAG
UnB 1318 s e e e e oo e CACTCGCATGACG - - - ATGCCAAG
NCPPB_2475 = semmmm e e e e oo CACTCGCATGACG - - - ATGCCAAG
UnB 1292 e e e e e e CACTCGCATGACG - - - ATGCCAAG
UnB_1295 e e e e e oo CTCTCGCATGACG - - - ATGCCGAG
X.c.canpestris ACGTCGGACAGGT CGGT CGGEGGT CAT GCGCAT GCGCCCCCACATGCCGOGGTCGGCCAAC
X. 0. 0oryzae ACGT CGGAGAGGT CGGT GGGCGT CAT GCGCAT CCGCCCCCACAT GCCGCGGT CTGCCAGC
* * *x *kk*k k% * k%

Xoa. Citri e e oo GCACACG------------
UnB_1318 e eaoooo GCACACG - ----------
NCPPB_2475 = somm e e oo e e e oo GCACACG - ----------
UnB 1292 s e e e oo GCACACG - ----------
UnNB 1295 st e e e oo GCACACA------------
X.c.canpestris GTGGCGCGCAGCCCGT CTTCGCGCGCAT CACGT ACGAAGT CGCCCACGGT GCGCTGGEGECG

X.0.o0oryzae GT GGCGCGCAGGCCGT CGT CGCGCGCATCGCGTAGAAAAT CGCCCACGGT GCGT TGCGCA
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* % . * k Kk .
Xa.citri ------ ACAAGGCGCCGCATCA- - TTCCGCCAGCGAAACCGGECAACCCG - - - - - - - - - -
unB 1318  ------ ACAAGGCGCCGCATCA- - TTCCGCCAGCGAAACCGGECAACCCG - - - - - - - - - -
NCPPB_2475 ------ ACAAGGCGCCGCATCA- - TTCCGCCAGCGAAACCGGECAACCCG - ------- - -
unB 1292 ------ ACAAGGCGCCGCATCA- - TTCCGCCAGCGAAACCGGECAACCCG - - - - - - - - - -
unB 1295 ------ ACATGGCGCCGCATCA- - TTCCGCCAGCGAAAACGGEGTACCCG - - ------ - -
X. c.canpestris TAGTTGT CGT GGCTGGGCAT CTGCT TGAGCCGGECEGAACAGCGCAGCCGEGT CCAGATCG
X.0.o0ryzae TCGITGTCGTGECTGGEGECATCTGI T TCAAACGGCGGAACAGT GCGGCCGEGT CGAGATCT
-k :*** *****: * % ."*'***.**"* . * k%
Xoa.citri eeeeeeaaaaoos CTGATCGACATGCGC - = = == === === mmmmmmmmmmm e e e e o o
UnB_1318 = -------------- CTGATCGACATGOGG - == == === == === mmmmmmmmmm o e e e oo
NCPPB_2475 = —---eeeo-o-- CTGATCGACATGCGC = - = == === == mmmmmmmmmmmmmm e e oo
UnB_1292 = ----e-ee----- CTGATCGACATGCOGG - - = == === == === mmmmmmmmmmm e e oo
UnB_1295 = -------------- CTGATCGACATGOGG - = === === == === mmmmmmmmmm o e e e oo
X. c.canmpestris GTCCAGT CCGACAGCAGCACCACGT GCTCGCGGT CAAACCGGT AGGGCGECEGTGCCAGC
X.0.o0ryzae GT CCAGT CCGAGAGCAGCACCACATGCTCGCGAT CAT GCCGATACGGCGECGECGT CAGC
ke k +k kk kkk *
Xoa.citri e AGCAATGG- - -CACT----cmmmmmmmme e -
UnB 1318 = s em e e i a e AGCAATGC- - -CACC- - == mmmmmmmee e oo -
NCPPB_2475 = mceeeemeemeiiooo AGCAATGC---CACC---------------------
UnB_ 1292 e eemeeeeeieoaaaa o AGCAATGC---CACC- - - mmmmmmmmmmm e e =
UnB 1295  eeeeemeeeeemeeeeaoe- AACTCTGC- - - CACG: - = = = m o mmm e e e
X.c.canpestris GGGTCGATCACGAT CGCCCCGT ATAGCCCCGCCTGCTCCTGGAACATCGAATGGECTGTGA
X.0.o0ryzae GGGT CGATGACGAT GGCGCCATACAGCCCGGCCT GCTCCTGGAACATCGAATGECTGI GG
*  x * % * - %
Xa.citri  -e-e-e--- GCACCG- - == === mmmmmmmmmmmmmm e CGCCTGGACG: - - - - -
unB_1318 --------- GCACCG - ---====m=mmmmmmmmmmmmm e m - CCGCCTGGACG - - - - -
NCPPB_2475 ~  —-----aa- GCACCG - - - - === === mmmmmmmmmm oo CGCCTGGACG - - - - -
UnB_1292 --------- GCACCG - ---======mmmmmmmmmmmm e e e CCGCCTGGACG - - - - -
UnB_1295 --------- GCACCG - - - === === mmmmmmmmmmmmm e m CTCCTGGACT- - - - - -
X. c.canpestris TACCAGT AGGT GCCGGAT TGGCGCAGCGCGAAGCGEGT ACAGGTACT CCTGGCCCGGT GCG
X.0.o0ryzae TACCAGT AGGT GCCGGACT GGCGCAGCGCAAAGCGGT AGT GATACT CCTGGCCEEECECG
* * k% * kkkkk *
Xoa.citrio e ACCCCGGCGTGEECCTGCG - - - - = = == = = = = -
UnB_1318 s ACCCCGEOGTGEEOCTGOG - - - - == == = = = = -
NCPPB_2475 = =-cccesseccccccccaccccaaaas ACCCCGECGTGEECCTGG - - - - - = == = = = = -
UnB_1292  c--esseemmomioiiie ACCCCGBCGTGBECCTGCG - - - - = = == = = = = =
UnB_1295  eeeeeeeeeeioo oo ACCACGTCGTGATCCTGCT- - == === === = = - -
X.c.canpestris ATGCCGT CGAAGCT CAT GCCGGGECACGCCGT CCAT GT TGGCCGECAGCAGCAAGCCGTGC
X.0.o0oryzae ATGCCGTCGAAACT CAT GCCGGGECACGCCAT CCAT GT TGGCCGECAGCAGCAGGCCATGC
* * * % ** k%
) - T I O 4 e CGACAACG
UNB 1318 e oo CGACAACG
NCPPB_2475 ~  mmmm e mm e CGACAACG
UNB 1292 e oo CGACAACG
UNB 1295 s e e e e oo CGACAACA
X. c.canpestris CAATGCACGGAGGT GAACTGGT CGECCAGEGECGT TACGCACCCGCACGCT GACGGTGI CG
X.0.o0oryzae CAAT GCACCGAGGT GGECTGGT CGGT CAGCGCGT TGCGCACGCGCACGCTCACTGTGICG
* -k
Xa.citri GCOGC- CGCGTGCTGTGCTACG - - = = = === = mmmmmmmmmmmmm e e e e e o -
UnB_1318 [C0'6.c 030/ 6.€1 1€ 1 L€11C o /-1 X S
NCPPB_2475 GCOGC- CGCGTGCTGTGCTACG - - = = = === = mmmmmmmmmmmmm e e e e e o -
UnB_1292 GCCGC- CGCGTGCTGTGCTACG - - - = = = = = = = mm = mmmm e e e
UnB_1295 ACAAC- CGCGTGCTGIGCTACG = - = === === s s = s s s e mm e e e e o e e e e e oo -
X. c.canpestris CCCTCGCGCCAGCGCAGCGT GGGTGCCGECAGCGACT GGT TGACGGT GATGGCGCTGCGC

X.0.o0oryzae CCCTCGCGCCAGCGCAGGAT CGGT GCCEECAGCCGLTGGT TGACGGT GAT CGCGGGACGG



Xoa.citri
UnB_1318
NCPPB_2475
UnB_1292
UnB_1295
X.c.canpestris
X.0.0ryzae

Xoa.citri
UnB_1318
NCPPB_2475
UnB_1292
UnB_1295
X.c.canpestris
X.0.0ryzae

X a.citri
UnB_1318
NCPPB_2475
UnB_1292
UnB_1295
X.c.canpestris
X.0.0ryzae

X.a.citri
UnB_1318
NCPPB_2475
UnB_1292
UnB_1295
X.c.canpestris
X.0.0ryzae

X a.citri

UnB_ 1318
NCPPB_2475
UnB_1292
UnB_1295
X.c.canpestris
X. 0.0ryzae

X a.citri

UnB_ 1318
NCPPB_2475
UnB_1292
UnB_1295
X.c.canpestris
X.0.0ryzae
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.............................. CCGATCTGCATAGCGT GTTCGACGACCCGG
.............................. CCGATCTGCATAGCGT GTTCGACGACCCGG
.............................. CCGATCTGCATAGCGT GT TCGACGACCCGG
.............................. CCGATCTGCATAGCGT GTTCGACGACC- - -

GCGCCECCAGT GAGGT TGACCGECAT GCGGCCGAT CTGCAGCGCCGCGECGCCECCACCL
GTGCGECOGGT GAAAT CGACCGGCAT GCGECCGAT CTGCAGCGACT GGCTGCTGCCGCEL

*kkkkkk*k

Acmmmm e TGGGCECGAACCGEGECCGT GACAT CGAGCT GCATCTGACCGGEGEC
Acmmmm e e meeeae e TGGGCGCGAACCGGEGECCGT GACAT CGAGCT GCATCTGACCGGGEC
Armmmmm e TGGGECGCGAACCGEGECCGT GACAT CGAGCT GCAT CTGACCGGGEC

AGGACGGECCEECET GECGT ACGCEEEEGET GECGCGT GCCT CGCT GCGCCACAGECCGGTG
AGTACCGESG- - - TGT TGECCGGAGT GECTGCGCGCGCAT CGCGECGCCACAGECCGLCG

ATATGGAAAAAT TCGCATGGTCCTTCGATGGCATCGCGTTCGCTT-- - - - == === = = - - -
ATATGGAAAAATTCGCATGGT CCTTCGATGGCATCGCGT TCGCTTCCGECGCAACCCTTGC
ATATGGAAAAAT TCGCATGGTCCTTCGATGGCATCGCGTTCGCTT-- - === === === = - -

GCCGCGGECAACGCCGCCCAGCGCCAGGCCGT GCACGAAGCGECEECEEECCAGCCCGCCG
GCAACGGCAAT GCCGCCCAGGGCCAAGCCT TGCACGAAGCGECGCCGGECTCAGECCGI TG
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DADOS REFERENTES AOS TESTES DE TOLERANCIA IN VITRO AO COBRE

EM Xanthomonas campestris pv. viticola

Tabela 14.Numero médio de colbnias d@nthomonas campestris pv. viticola observado

invitro em meio MMCC contendo sulfato de cobre em dif@®obncentracdes.

Isolados Cu™ (wg/mi)
0 10 20 30 40 50 60
1 [NCPPB 2475 | 3560| O 0 0 0 0 nt’
2 |UnB 1183 1940 | 1640, 640 480 0 nt
3 |IBSBF 1369 620 400 320 1400 0 nt
4 |IBSBF 1385 1940 | 1880 1640 264 g 0 nt
5 |UnB 1190 5100 | 3500/ 148 20 o 0 nt
6 |UnB 1204 2180 | 1880 140 0 0 nt
7 |UnB 1205 6460 | 3600 0 0 0 nt
8 |UnB 1216 600 160 140 0 0 nt
9 |UnB 1212 1200 | 1100, 700 40| 0 nt
10| UnB 1222 3800 | 3300] 660 ol o 0 nt
11|UnB 1292 1800 | 1740, 1580 860 oo 0 nt
12|UnB 1293 2520 | 1980 0 0 0 0 nt
13|UnB 1294 2580 | 2200 | 2100| 1560 g 0 nt
14|UnB 1295 1100 | 1020| 640 0 0 0 nt
15/UnB 1298 1840 | 1600 | 1500 1389 1140 g nt
16|UnB 1299 3340 | 3320 | 3040, 2960 2960  54( 0
17|UnB 1301 2600 | 2460 | 2360| 1860 1500 g nt
18|UnB 1310 3260 | 2640 | 220 20 0 0 nt
19|UnB 1314 1960 | 1820 | 1600 80 20| o nt
20|UnB 1316 3120 | 2600 | 2360 40 0 0 nt
21|UnB 1318 2560 | 2140 | 2120 1860 80| o nt

®média de trés repeticdes (dados expressos em ufc/ml

®nhao testado nesta concentracdo



110

Tabela 15.Numero médio de coldnias d@nthomonas campestris pv. viticola observado
invitro em meio MMCC contendo oxicloreto de cobre em difégs concentracoes.

Isolados Cu™ (wg/m)

0 10 20 30 40 50 60
1 [NCPPB2475 | 4020| O 0 0 0 0 nt’
2 |UnB 1183 2640 | 2340 100 0 0| o nt
3 |IBSBF 1369 1100 | 840 700 280 16( 40 0
4 |IBSBF 1385 1060 | 860| 340 ol o 0 nt
5 |UnB 1190 3900 | 2540] 1120 0 0 nt
6 |UnB 1204 3900 [ 2540 0 0 0 nt
7 |UnB 1205 4660 | 4100 244C 0 0 nt
8 |UnB 1216 820 380 280 160, ¢ 0 nt
9 |UnB 1212 1640 | 580| 200 0 0 nt
10 [UnB 1222 3580 | 3240] 164 0 0 nt
11 [UnB 1292 2200 | 2100 1660 104D 620 nt
12 |UnB 1293 2900 | 2340| 1340 0 0 nt
13 [UnB 1294 960 860 | 820 | ¢ 0 0 nt
14 |UnB 1295 1920 | 1880 0 0 0 0 nt
15 |UnB 1298 1260 | 900 620 | ¢ 0 0 nt
16 [UnB 1299 1800 | 1600 | 1440| goo 0 0 nt
17 |UnB 1301 2200 | 1420| 1180| 749 0 0 nt
18 |UnB 1310 2840 | 1320| 120 100 40| o nt
19 |UnB 1314 2500 | 1420| 1340 1200 1100 g 0
20 |UnB 1316 2500 | 1800 | 1400/ 1220 1060 120 0
21 |UnB 1318 1940 | 1640| 640| 480 0 460 nt

®média de trés repeticdes (dados expressos em ufc/ml

®nao testado nesta concentracdo
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ERIC-PCR
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REP-PCR

UnB 1300 UnB 1301 | UnB 1302 | UnB 1303 | UnB 1304 | UnB 1305| UnB 1306 | UnB 1307 | UnB 1308 | UnB 1309| UnB 1310| UnB 1311

0
0

1
0
0
0

unB 1299

0
1
0
1
1
1

Bandas| NCPPB 2475| UnB 1183 UnB 1204| UnB 1212| UnB 1222 | UnB 1227| UnB 1292| UnB 1293| UnB 1294 | UnB 1295| UnB 1296| UnB1297 | UnB 1298

2800
2036

1700
1500
1300
1200
1100

900
800
600
450
410
400
396
350

250
190
Bandas

2800
2036

1700
1500
1300
1200
1100

900
800
600
450
410
400
396
350

250
190




114

Bandas| UnB 1312 | UnB 1313 UnB 1314| UnB 1315| UnB 1316| UnB 1317| UnB 1318
2800 0 0 0 0 0 0 0
2036 1 1 1 1 1 1 1
1700 0 0 0 0 0 0 0
1500 1 1 1 1 1 1 1
1300 1 1 1 1 1 1 1
1200 1 1 1 1 1 1 1
1100 1 1 1 1 1 1 1
900 1 1 1 1 1 1 1
800 1 1 1 1 1 1 1
600 1 1 1 1 1 1 1
450 0 0 0 0 0 0 0
410 1 1 1 1 1 1 1
400 0 0 0 0 0 0 0
396 0 0 0 0 0 0 0
350 1 1 1 1 1 0 1
250 1 1 1 1 1 1 1
190 1 1 1 1 1 1 1




