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RESUMO GERAL

ANJOS, Liamar Maria dos. Diversidade Genética de Plasmopara viticola e Mapeamento
de QTLs de Resisténcia ao Mildio em Videira (Vitis spp.). 2013. 277p. Tese (Doutorado

em Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

A videira (Vitis vinifera L.) destaca-se entre as mais importantes espécies frutiferas cultivadas
mundialmente. O mildio, causado pelo oomyceto Plasmopara viticola (Berk & Curtis.) Berl.
& de Toni é uma das principais doencas da videira no mundo, causando sérios prejuizos a
vitivinicultura. Este trabalho envolveu um conjunto de experimentos visando gerar
informacGes para estudos genéticos do género Plasmopara, infectando videiras no Brasil. O
Capitulo 1 teve como objetivo estudar a diversidade genética e a estrutura populacional de
isolados de Plasmopara viticola que infectam vinhedos em diferentes regides brasileiras. Para
isto, 34 novos marcadores microssatélites de P. viticola foram desenvolvidos através de
sequenciamento NGS (Next Generation Sequencing) seguido de montagem parcial de novo do
genoma do fungo. Testes dos novos marcadores juntamente com dez controles possibilitaram
a selecdo de uma bateria mista de 15 marcadores que foram usados para genotipar 92 isolados
de P. viticola coletados em regides produtoras de uva no Brasil. A amostra de 92 isolados
apresentou estruturacdo, tendo sido dividida em trés subpopulacdes, denominadas
PvG1(Fs=0,56), PvG2 (Fs=0,25) e PvG3 (Fs=0,24). Foi observado um grande efeito no uso
de pequenas baterias de marcadores moleculares na andlise genética de populacbes do
patdgeno, afetando a interpretacdo dos resultados de substruturacdo populacional. A
classificacdo geografica dos isolados apresenta associacdo com a classificacdo
subpopulacional do patégeno. Os isolados oriundos dos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais
apresentam maior diversidade de subpopulagdes do que isolados de outras regides tradicionais
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no cultivo de uva no Brasil, como o Rio Grande do Sul. O emprego de ferramentas
moleculares como sequenciamento NGS e marcadores moleculares contribui para uma melhor
compreensdo das variaveis que afetam as populacfes de P. viticola. O Capitulo 2 teve por
objetivo construir mapas genéticos para os genitores da progénie F1 do cruzamento CNPUV
733-34 x CNPUV 1103-88 e mapear regides do genoma de videira que conferem resisténcia
ao patdgeno. O mapa do genitor feminino CNPUV 733-34 cobriu 1.104 cM do genoma de
videira, com distancia média entre marcadores de 6,69 cM. O mapa do genitor masculino
CNPUV 1103-88 cobriu 958 cM do genoma de videira, com distancia média entre
marcadores de 7,48 cM. O fendtipo da interacdo patdgeno-hospedeiro foi mensurado em
bioensaios em ambiente controlado e infecgdo natural no campo. Trés QTLs foram detectados
por mapeamento de Intervalo Simples e Intervalo Composto no mapa genético do genitor
feminino CNPUV 733-34. Um dos QTLs esta localizado no GL 5, no intervalo entre os
marcadores UDV041-UDV042 (LOD= 3,9) e explica 6% da variacdo fenotipica para
resisténcia a P. viticola. Dois outros QTLs (C18-1 e C18-2), apresentam efeito moderado de
resisténcia a P. viticola, foram detectados no GL 18, e explicam até 22,3% da variacdo
fenotipica. O intervalo do QTL C18-1 (LOD= 7,6) é flanqueado pelos marcadores VMC7F2 e
VVIN16, que estdo separados por 5 cM. O intervalo do QTL C18-2 (LOD= 6,3) é flanqueado
pelos marcadores VVIU04 e VVINS3, separados por 22 cM. O mapeamento genético de
QTLs de resisténcia ao mildio utilizando diferentes fontes de resisténcia nos programas de
melhoramento genético de videira € um passo importante para o aumento da eficiéncia de

desenvolvimento de variedades resistentes ao patdgeno.

Palavras-chave: Diversidade, Estrutura genética de populacGes, Mapeamento genético,

Marcadores microssatélites, Mildio, Plasmopara viticola, Sequenciamento, Uva.
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GENERAL ABSTRACT

ANJOS, Liamar Maria dos. Genetic Diversity of Plasmopara viticola and Genetic Mapping
of Downy Mildew Resistance QTLs in Grapevine (Vitis Spp.). 2013. 277p. Thesis

(Doctorate in Plant Pathology) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

Grapevine (Vitis vinifera L.) is among the most important fruit species cultivated worldwide.
Downy mildew, caused by the oomycete Plasmopara viticola (Berk & Curtis.) Berl. & de
Toni, is one of the main diseases of grapevine in different grape producing regions of the
world, causing serious damage to grape production. This work is based on a group of
experiments aimed at generating information useful to genetic studies of the genus
Plasmopara, which infect grapevine in Brazil. The objective of Chapter 1 was to study the
genetic diversity and population structure of Plasmopara viticola which infect grapevine
fields in different regions of Brazil. 34 new P. viticola microsatellite markers were developed
by NGS (Next Generation Sequencing) followed by partial de novo assembly of the fungus
genome. A mixed battery of new and ten control microsatellites was used to genotype 92 P.
viticola isolates, collected in grape producing regions of Brasil. A sample of 92 isolates
showed a significant population structure, with isolates clustering into three subpopulations,
called PvG1 (Fs=0,56), PvG2 (Fs=0,25) e PvG3 (Fs=0,24). The effect of small batteries of
molecular markers used to evaluate the genetic structure of the pathogen populations was
tested and found to affect the interpretation of the results. The geographic classification of the
isolates is associated with the genetic groups detected in the pathogen sample. Isolates
collected in Sdo Paulo and Minas Gerais show greater diversity of genetic groups
(subpopulations) than isolates from other traditional grape growing regions of Brazil, such as

Rio Grande do Sul. The use of molecular tools, such as NGS and molecular markers,
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contribute for a better understanding of variables affecting the populations of P. viticola. The
objective of Chapter 2 was to develop genetic maps for the parental varieties of an F1 progeny
derived from the cross CNPUV 733-34 x CNPUV 1103-88 and map grapevine genomic
regions associated with resistance to the pathogen. The map of the female genitor CNPUV
733-34 covered 1,104 cM, with an average recombination distance between markers of 6.69
cM. The map of the male genitor CNPUV 1103-88 covered 958 cM, with an average
recombination distance between markers of 7.48 cM. Host-pathogen interaction phenotype
was measured by controlled bioassays using artificial inoculation, and by natural infection in
the field. Genetic mapping determined the location of P. viticola resistance QTLS in
grapevine. Three QTLs mapped on the female genitor genome were detected by Interval
Mapping and Composite Interval Mapping procedures. One of these QTLs was located in LG
5, in the UDV041-UDV042 marker interval (LOD= 3.9), explaining 6% of the phenotypic
variation for P. viticola resistance. Two additional QTLs (C18-1 e C18-2), showing a
moderate effect on P. viticola resistance, were detected in LG 18, explaining up to 22.3% of
the phenotypic variation. The C18-1 QTL interval (LOD= 7.6) is flanked by markers
VMCT7F2 and VVIN16, which are 5 cM apart. The C18-2 QTL interval (LOD= 6.3) is flanked
by markers VVIU04 and VVIN83, which are 22 ¢cM apart. Mapping downy mildew resistance
QTLs using germplasm accessions derived from different sources of resistance in breeding
programs is an important step towards higher efficiency in the improvement of grapevine

resistance to the pathogen.

Keywords: Diversity, Downy mildew, Genetic mapping, Grapevine, Microsatellite markers,

Plasmopara viticola, Population genetic structure, Sequencing.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Recursos genéticos da videira

A videira (Vitis vinifera L.) pertence a ordem Rhamnales, familia Vitaceae, que
compreende 19 géneros e 1.126 espécies (Galet, 1998) distribuidas extensivamente nas
regides subtropicais e temperadas, com variantes que se estendem até regifes de clima
tropical. O género Vitis, o Unico da familia Vitaceae com importancia econdémica e alimentar,
é composto por dois subgéneros: Muscadinia, com espécies diploides (2n = 40) e Vitis, com
espécies diploides (2n= 38).

A videira é uma planta alogama e nos vinhedos ocorre a fecundacdo cruzada,
favorecida pela acdo dos ventos, insetos e chuvas. Seus genotipos sdo altamente heterozigotos
e a maioria das cultivares apresenta plantas com flores hermafroditas, autofertéis e que
facilmente intercruzam entre si. A propagacdo sexuada da videira € utilizada apenas em
programas de melhoramento e tem sido um instrumento importante na busca por maior
produtividade, qualidade e resisténcia a doencas e pragas.

A maioria dos recursos genéticos de Vitis vinifera sdo mantidos em colecbes de
germoplasma (Galet, 2000). Essas cole¢des sdo de fundamental importancia, pois representam
a fonte de variabilidade genética disponivel para o0 melhoramento genético. Manter bancos de
germoplasma permite conservar, caracterizar e ampliar a variabilidade genética de Vitis para
uso em pesquisas vitivinicolas. Segundo Camargo et al. (2009) o germoplasma de Vitis esta
distribuido em trés centros de origem: Centro Euroasiatico, caracterizado por clima
temperado; Centro Asiatico, que abrange regides com clima diverso, rico em espécies e em

variabilidade genética, devido a dimensdo territorial e amplitude climatica e Centro



Americano, no qual ocorrem 34 espécies descritas e classificadas. O Centro Americano é
particularmente importante, principalmente pela utilizacdo de suas espécies no melhoramento
genético e na produgdo comercial de uvas.

No Brasil, a conservacdo do germoplasma da videira estd sob a responsabilidade da
Embrapa Uva e Vinho, com sede em Bento Gongalves-RS e possui uma grande colecéo de
videiras, mantidas em Banco Ativo de Germoplasma (BAG), com 1.249 acessos introduzidos
de diferentes partes do mundo (EMBRAPA, 2013a). Cada acesso é composto por quatro
plantas, que s&o mantidas em condic¢des adensadas em estufins. A colec¢do inclui mais de 40
espécies de Vitis, com grande numero de variedades das espécies cultivadas (V. vinifera, V.
labrusca L., Vitis bourquina Munson, Muscadinia rotundifolia Michaux.), variedades hibridas
interespecificas e espécies silvestres dos trés centros de dispersdo da videira: Americano,
Euroasiatico e Asiatico. A maioria dos acessos destinam-se ao consumo in natura e
elaboracdo de vinhos, mas existem ainda variedades para a elaboracdo de sucos, com
potencial para producdo de uva passa e porta-enxertos. Atividades de coleta, intercambio,
conservacdo, documentacdo, caracterizacdo e avaliacdo de germoplasma vem sendo
realizadas, fornecendo informacdes valiosas para subsidiar o melhoramento genético e o
desenvolvimento de novas variedades de videira.

Outro Banco Ativo de Germoplasma de Videira é mantido na Embrapa Semiarido
(BAG Uva Semi-arido), localizado no Campo Experimental de Mandacaru, Juazeiro-BA. Este
BAG possui 257 acessos, plantados em estufins, que inclui um grande nimero de variedades
das espécies cultivadas (V. vinifera e V. labrusca), variedades hibridas interespecificas e
espécies silvestres americanas (EMBRAPA, 2013b). Outras cole¢cdes, com menor nimero de
acessos, sdo mantidas em outros institutos de pesquisa e universidades: Embrapa Uva e Vinho
Estacdo Experimental de Viticultura Tropical em Jales-SP, Empresa de Pesquisa

Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), Instituto Agronémico de Campinas (IAC),
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Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR), Empresa de Pesquisa Agropecuéria e
Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI) e Universidade Estadual do Norte Fluninense
(UENF).

A origem da maioria das cultivares de V. vinifera é descrita como antiga, muito antiga
ou desconhecida (Reisch & Pratt, 1996). A medida em que a espécie foi sendo introduzida em
regides distantes de seu habitat natural, V. vinifera comegou a ser cruzada com outras espécies
nativas de Vitis, resultando em hibridos melhor adaptados as condi¢cGes ambientais locais,
possibilitando o cultivo da videira em regifes onde V. vinifera ndo seria capaz de sobreviver
devido a sua suscetibilidade a doengas e a invernos severos.

A variabilidade genética resulta de eventos de cruzamentos espontaneos que
ocorreram ao longo dos séculos de domesticacdo e cultivo (Vignani et al., 2002) e foi
perpetuada e disseminada para as mais diversas regides do mundo, por meio da propagacédo
vegetativa. Os cruzamentos sexuais e as mutacdes naturais desempenharam um papel
fundamental na evolucdo da videira cultivada. A propagacdo vegetativa permitiu o acimulo
de mutacdes ao longo do tempo, e 0s bancos de germoplasma conservam mutantes naturais
com variacdes nas folhas, flores ou bagas de videira. Tais acessos tém sido selecionados como
clones ou novas cultivares, contribuindo para o grande numero de cultivares de videira
conhecidas (This et al., 2006). Entre as espécies de maior interesse econdmico, pertencentes
ao género Vitis, incluem-se as videiras americanas (V. labrusca e outras espécies), européias
(V. vinifera), hibridos e seus mutantes.

A domesticacdo da videira esta relacionada ao desenvolvimento da producéo do vinho
e grande parte das cultivares de V. vinifera existentes sdo consequéncia da grande diversidade
morfogenética, a facil propagacdo assexuada e a domesticacdo da espécie que ocorreu ha
cerca de 6.000 anos (This et al., 2006) e conduziu a um namero expressivo de cultivares,

estimado em milhares, com diferentes finalidades: consumo in natura, produgédo de vinhos,
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sucos, passas, doces, etc. Este nimero é ampliado a cada ano, como resultado de diversos
programas de melhoramento em varios paises.

Apesar da variabilidade genética disponivel, o nimero de cultivares utilizado em
escala comercial em cada regido produtora é relativamente pequeno. As principais cultivares
de uva de mesa utilizadas mundialmente em escala comercial sdo: apirénicas (Thompson
Seedless, Crimson Seedless e Centenial), com semente (grupo Italia). As principais cultivares
utilizadas para produgdo de vinho s&o: Uvas vinifera (Cabernet Sauvigon, Merlot, Chardonay
e Sauvignon Blanc); americanas e hibridas com duplo proposito (vinho e suco): Concord

(Embrapa Uva e Vinho, disponivel em http://www.cnpuv.embrapa.br/).

1.2. Producéo de uva no Brasil

O Brasil pertence ao chamado novo mundo vitivinicola, juntamente com Chile,
Argentina, Estados Unidos, Africa do Sul, Australia e outros, cuja base de producdo sio
variedades importadas dos tradicionais paises produtores de vinhos (Guerra et al., 2009). De
acordo com Mello (2013b), o Brasil ocupou a 112 posicao na producdo mundial de uvas, em
2011. A China é o maior produtor mundial, seguida pela Italia, Estados Unidos, Espanha e
Franca (Mello, 2012b).

A area mundial com videiras apresentou uma leve reducdo nos ultimos anos.
Entretanto, a producdo mundial de uvas passou de 59,74 milhGes de toneladas, em 1990, para
68,31 milhdes em 2010. Portanto, houve um aumento da produtividade média mundial
(Mello, 2012b). Conforme dados da mesma fonte, a posicao de cada continente, em relacéo a
producdo de uvas, apresentou alteracdo nesse mesmo periodo. O continente Europeu continua

o0 principal produtor mundial de uvas, mas vem perdendo posi¢do, enquanto a producdo na
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Asia ultrapassou a producdo do continente americano entre 2008/2010, passando para 0

segundo maior continente em producdo de uvas (Figura 1).

@ Europa B Asia W América M Africa @ Oceania
40,000,000
35.000.000 4
30.000.000 -
25.000.000 -
. 20.000.000 -
s 15.000.000 -
z 10.000.000 -
= 5.000.000 -
% T 1900/92 1993/95 199698 1999/01 2002/04 2005/07 2008/10
Europa 35.286.191 29.242.159 30.318.839 | 31.504.159 30.404,250 29.014.589 | 27.466.192
Asia 0.733. 462 11.907.580 12.773.303 13.978.903 16.185.369 18.497.425 | 20.372.768
América | 10.115.083 10.862.244 11.066.496 | 12.229.673 12.325.422 13.652.589 13.808.161
Africa 2603329 2. 586,611 2904 836 3.190.169 3596478 4.065.160 4225611
Cceania 951.308 #83.591 1.118.464 1.451.240 1.875.464 2018379 2.013.650
Fonte: FAD [2012)
Elaboracio: Loiva Maria Ribeira de Mella

Figura 1. Producdo mundial de uva por continente. Fonte: Embrapa Uva e Vinho, disponivel
em http://www.cnpuv.embrapa.br/publica/comunicado/.

A Vvitivinicultura brasileira tem apresentado crescimento significativo nos dltimos
anos, decorrente da expansdo na area cultivada e na tecnologia de producdo de uvas e de
elaboracdo de vinhos. A cadeia produtiva da uva constitui-se em atividade consolidada, com
importancia socioecondémica na Regido Sul, Sudeste e Nordeste. Nos Ultimos anos, tem se
tornado importante, também, na geracdo de emprego em grandes empreendimentos, que
produzem uvas de mesa e uvas para processamento, além de ser importante para a
sustentabilidade da pequena propriedade no Brasil. De acordo com Mello (2013a) na principal
regido produtora de uvas no Brasil, a Serra Galcha, a vitivinicultura esta fortemente ligada ao
turismo.

No Brasil as principais regifes produtoras de uva destacam-se pela diversidade

edafoclimatica, incluindo regibes de clima temperado, subtropical e tropical e pela
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diversidade de segmentacdo da producdo, abrangendo a producdo de uvas para
processamento, principalmente para elaboragdo de vinhos e sucos, concentrada no sul do pais,
e de uvas para 0 consumo in natura, distribuida por todas as regides viticolas do pais. De
acordo com Mello (2013a) os principais Estados produtores sdo o Rio Grande do Sul,
responsavel por cerca 57% da producdo, seguido por Pernambuco, Séo Paulo, Santa Catarina,
Parand, Bahia e Minas Gerais (Tabela 1). Embora ainda ndo esteja disponivel nas estatisticas
do IBGE, a viticultura esta sendo implantada em vérios estados, como Mato Grosso do Sul,
Goias, Espirito Santo, Ceara e Piaui (Mello, 2013a). Em 2011 os maiores aumentos de
producdo ocorreram nos Estados de Pernambuco (24,03%) e Rio Grande do Sul com 19,76%
(Mello, 2012a).

As videiras de origem americana, principalmente as cultivares de V. labrusca,
formaram a base para o desenvolvimento da vitivinicultura brasileira. Suas principais
representantes no Brasil sdo as cultivares e Isabel, cujas producdes estdo concentradas nos
Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo (Ledo et al., 2009). Sao utilizadas
com dupla finalidade: producéo de sucos e vinhos comuns e consumo como in natura.

Tabela 1. Producdo de uvas no Brasil, em toneladas. Fonte: Embrapa Uva e Vinho,
disponivel em http://www.cnpuv.embrapa.br/publica/comunicado/.

Estado/Ano 2008 2009 2010 2011 2012
Rio Grande do Sul 776.027 737.363 692.692 829.589 840.251
Pernambuco 162.977 158.515 168.225 208.660 224.758
Bahia 101.787 90.508 78.283 65.435 62.292
Sdo Paulo 184.930 177.934 177.538 177.227 176.902
Parana 101.500 102.080 101.900 105.000 70.500
Santa Catarina 58.330 67.546 66.214 67.767 70.909
Minas Gerais 13.711 11.773 10.590 9.804 10.107
Brasil 1.399.262 1.345.719 1.295.442 1.463.481 1.455.809
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Uva para producéo de vinho e suco

Os principais produtores de vinhos em 2010, em ordem decrescente, foram: Itélia,
Franga, Espanha, Estados Unidos e China (Mello, 2012b). O Brasil foi o 13° produtor
mundial de vinhos em 2011 e a producdo brasileira de uvas destinadas ao processamento
(vinho, suco e derivados) nesse ano foi de 830,92 milhdes de quilos, o que representou 57%
da producdo nacional. O mercado brasileiro de vinhos finos é dominado pelos vinhos
importados, que, em 2012, representaram 77,4% do volume total comercializado (Mello,
2013b).

A vitivinicultura brasileira nasceu e cresceu com base em uvas americanas, as
chamadas uvas comuns, variedades das espécies V. labrusca e V.bourquina, usadas para a
elaboracdo de vinhos de mesa (Guerra et al., 2009). Segundo 0 mesmo autor, vinhos finos
passaram a ser produzidos na Serra Gaucha a partir da década de 1990, com uvas de
variedades de V. vinifera, também conhecidas como uvas finas. As principais variedades deste
grupo cultivadas no Brasil sdo: variedades tintas (Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon,
Merlot, Pinotage, Pinot Noir, Syrah, e Tannat) e variedades brancas (Chardonnay, Malvasia
Bianca, Moscato Branco, Moscato Canelli, Prosecco e Riesling Italico). As principais
cultivares de V. labrusca utilizadas para a elaboracéo de vinhos de mesa no Brasil sdo: Isabel,
Bord6, Niagara Branca e Niagara Rosada.

Atualmente, a vitivinicultura brasileira de vinhos finos é desenvolvida como atividade
economicamente importante nas regides Sul e Nordeste. Na regido sul colhe-se uma safra por
ano, como na classica viticultura mundial. Ja no Nordeste brasileiro, as colheitas se sucedem
ao longo do ano. As diferentes regiGes, com distintas caracteristicas de clima, solo,

variedades, sistemas de vinificacdo e envelhecimento possibilitam a producdo de vinhos com



ampla diversidade de sabor e aroma, 0 que constitui uma das qualidades da vitivinicultura
brasileira atual.

Quatro Estados brasileiros produtores de vinhos finos e suas respectivas regies séo:
Estado do Rio Grande do Sul, com trés regides vitivinicolas: Serra Galcha, Campanha e Serra
do Sudeste; Estado de Santa Catarina, na regido de S&o Joaquim e nos Estados de
Pernambuco e da Bahia, o Vale do Submédio So Francisco, situado em zona de clima
tropical semi-arido. O clima viticola da regido do Vale do Sdo Francisco apresenta
variabilidade intra-anual, o que possibilita a producéo de uvas e de vinhos ao longo de todos
0s meses do ano. Esta regido é uma das regibes emergentes que teve inicio na década de 1980
e que hoje experimenta um periodo de expanséo da producéo de vinhos finos (Guerra et al.,
2009). O estabelecimento de tradicionais vinicolas nacionais e estrangeiras na regido do Vale
do Séo Francisco alanvancou a produc¢édo do vinho nesta regido.

Considerando-se que o Rio Grande do Sul é responsavel por cerca de 90% da
producdo nacional de vinhos, ao analisar o desempenho desse Estado, temos uma boa
aproximacao do desempenho da agroindustria vinicola do pais (Tabela 2). A producdo de
vinhos, sucos e derivados do Rio Grande do Sul, em 2012, foi de 579,31 milhdes de litros
(Melo, 2013a). A quantidade de vinhos exportada em 2012 foi de 5,77 milhdes de litros, o que
representa um aumento de 375,7%, em relacdo ao ano anterior (Tabela 3). Esse aumento é
devido ao incentivo do Governo Federal, por meio do Programa de Escoamento da Producéo
(PEP). Os espumantes, em menor volume, apresentaram um aumento de 53,6% na quantidade
e de 43,1% no valor exportado. Houve um aumento de 7,9% nas importaces de vinhos
espumantes, em 2012 (Mello, 2013b). Nos ultimos anos, a crise econdmica mundial,
associada ao ingresso de outros paises no mercado, esta dificultando a exportacdo de uvas de
mesa do Vale do Sdo Francisco. Além disso, 0 excesso da oferta de vinhos no mercado

internacional, associado ao aumento do poder aquisitivo dos brasileiros, tem facilitado o
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ingresso de vinhos importados no pais, influenciando o desempenho da vitivinicultura

brasileira.

Tabela 2. Produgéo de vinhos, sucos e derivados produzidos no Rio Grande do Sul, em litros.

Fonte: Embrapa Uva e Vinho, disponivel em
http://www.cnpuv.embrapa.br/publica/comunicado/.
PRODUCAO 2008 2009 2010 2011 2012
VINHO DE MESA  287.506.811 205.399.206 195.267.979  257.840.749  212.777.037
Tinto 241.057.928 164.124.454 157.290.088 210.113.358 175.875.432
Branco 42.942.053  39.211.278  35.408.083 46.007.504 34.938.249
Rosado 3.506.830 2.063.474 2.569.809 1.719.887 1.963.356
VINHO FINO 47.334.502 39.900.568 24.805.713 47.598.471 49.787.016
Tinto 27.583.032  18.209.043  11.401.406 24.104.740 24.030.589
Branco 18.812.571  21.366.975 13.013.027 22.739.426 25.230.524
Rosado 938.898 324.550 391.280 754.305 525.903
Suco de uvaintegral  11.817.941  16.034.003  26.887.259 39.487.800 31.908.829
Suco concentrado 115.073.230 115.032.285 116.193.425 147.821.620 188.129.275
Mosto Simples 53.683.415  53.418.555 45.912.040 77.285.998 93.341.575
Outros derivados 5.929.360 4.043.975 5.298.716 8.774.925 3.365.288
TOTAL 521.375.259 433.828.592 414.365.132 578.809.563 579.309.020

Tabela 3. Balanco das exportacdes e importacdes de uvas, sucos de uvas, vinhos e derivados:

valores em 2010/2012. Fonte: Embrapa Uva e Vinho, disponivel em
http://www.cnpuv.embrapa.br/publica/comunicado/.
Descriminacéo 2010 2011 2012

N Valor Valor
EXPORTACOES Quantidade (U$) Quantidade (U$) Quantidade Valor (U$)
Uvas frescas (1) 60.805 136.649 59.391  135.782 52.016 121.891
Suco de uva (t) 3.098 8.048 4.452 15.737 2.473 7.719
Vinhos (1.000 L) 1.280 2.295 1.214 3.615 5.775 5.520
Espumantes (1.000 L) 320 1.335 112 568 172 813
TOTAL 148.327 155.702 135.943
IMPORTACOES
Uvas frescas (t) 24.794 36.075 34.083 51.371 33.294 54.381
Uvas passas (t) 25.919 50.664 24.294 61.647 24.613 56.696
Vinhos (1.000 L) 70.737  223.080 72.705  262.059 74.209 262.745
Espumantes (1.000 L) 4.314 27.961 4923 32.605 5.316 37.665
Suco de uva (t) 1.189 3.213 192 194 640 670
TOTAL 340.993 407.876 412.157
BALANCO -192.666 -252.174 -276.214
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Uva de mesa

De acordo com dados estatisticos disponiveis no portal da Embrapa Uva e Vinho
(Mello, 2013a), em 2012 a producdo de uvas destinadas ao consumo in natura representou
42,9% da producdo brasileira. De acordo com Araudjo et al. (2009) os principais polos de
producéo de uvas de mesa no Brasil sdo: Vale do Sdo Francisco (Bahia e Pernambuco), Norte
de Minas Gerais; Regido de S&o Miguel Arcanjo (SP); Regido de Jales (SP); Regides do
Estado do Parand e Regido de Jundiai (SP). A producdo de uvas finas (V. vinifera) esta
concentrada em regides subtropicais e tropicais, no Norte do Parand, Sdo Paulo, Vale do Séo
Francisco (Petrolina e Juazeiro) e Pirapora-MG.

As principais cultivares de uva de mesa com sementes sdo Italia e suas mutagdes
(Rubi, Benitaka e Brasil). Entre as uvas apirénicas, destacam-se as cultivares Sugraone,
Thompson Seedless e Crimson Seedless. Em 1997, a Embrapa Uva e Vinho iniciou o
programa de melhoramento genético visando a criacdo de cultivares de uva de mesa sem
semente, lancou trés cultuvares em 2003: BRS Clara, BRS Linda e BRS Morena. O consumo
de uvas de mesa no Brasil esta concentrado na Regido Sudeste, a qual absorve cerca de 46%
da oferta brasileira. Nessa regido, Sdo Paulo descata-se como o principal mercado consumidor
(Choudhury et al., 2007).

A diversidade edafoclimatica brasileira estabelece oportunidades para que o pais se
firme no mercado internacional com a producéo de uvas de mesa, que podem ser produzidas
durante todo o ano, explorando as janelas de exportacdo para 0 mercado europeu (uma de
abril a junho e outra de outubro a dezembro). As exportacdes brasileiras de uvas de mesa
destinam-se, majoritariamente, para a Unido Européia, seguida pela América do Norte,
principalmente para os Estados Unidos, e no @mbito do MERCOSUL, a grande compradora é

a Argentina (Araujo et al., 2009).
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A viticultura tropical teve inicio no Brasil a partir da década de 1980, no Semiérido do
Nordeste, no Vale do S&o Francisco (Pereira et al., 2009), onde as variedades sem sementes
respondem por quase 97% das exportacdes brasileiras (Choudhury et al., 2007). Esta regido
detém cerca de 15% do mercado nacional e emprega diretamente 30 mil pessoas e é a Unica
regidao do mundo que produz duas safras e meia por ano (Lopes et al., 2009). A tecnologia,
fruto da pesquisa e desenvolvimento foi missdo da Embrapa Uva e Vinho, que representou
um componente fundamental para a obtencdo de produtos de qualidade e vem
disponibilizando vérias tecnologias de elevado impacto técnico, econdmico, social e

ambiental para o setor produtivo.

1.3. Mildio da videira

O mildio da videira é causado pelo oomyceto Plasmopara viticola (Berk & Curtis.)
Berl. & de Toni, que ataca todos os tecidos verdes da videira, incluindo folhas, bagas,
gavinhas e brotos. O mildio é uma doenca complexa, classificada como policiclica, na qual
varias geracdes do patdgeno ocorrem em um mesmo ciclo de cultivo e, consequentemente, a
quantidade de indculo produzida ao final de cada ciclo do patdgeno é aumentada em muitas
vezes, resultando em altos indices de infeccdo, na auséncia de medidas de controle curativo
(Bedendo, 2011).

Plasmopara viticola é nativo da América do Norte e foi acidentalmente introduzido na
Europa, durante o Século XIX, junto com espécies silvestres de Vitis (Galet, 1977). Esta
introducdo ocorreu na Franca na década de 1870, juntamente com porta-enxertos de Vitis
Norte-americanas resistente ao devastador inseto filoxera (Daktulosphaira vitifoliae),

considerada a principal praga da viticultura. A filoxera foi responsavel pela morte de grande
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namero de vinhedos na Franca em 1860, obrigando os produtores a replantar os parreirais de
V. vinifera, utilizando mudas enxertadas sobre porta enxertos resistentes (Lafon & Clerjeau,
1994; Alexopoulos et al., 1996). Hoje este patdgeno apresenta distribuicdo mundial,
colonizando principalmente cultivares suscetiveis de V. vinifera. A importancia do mildio é
historica, por ter despertado o interesse para pesquisas em doencas de plantas, além de ter
sido responsavel pela criacdo da calda bordalesa, quando, entdo, se deu inicio as pesquisas
com defensivos agricolas (Massola Jr. & Krugner 2011). Plasmopara viticola foi descrito pela
primeira vez no Brasil em 1891, no Instituto Agrondmico de Campinas (Inglez de
Sousa,1996), com a introducéo de videiras americanas no estado de Sao Paulo.

O mildio é uma doenca destrutiva e amplamente disseminada. Ocorre na maioria das
regibes produtoras, principalmente quando condi¢cGes de temperaturas amenas e de alta
umidade relativa do ar predominam ao longo do ciclo vegetativo da videira, tornando-se mais
acentuada no periodo chuvoso. E uma doenca de dificil controle, principalmente quando a
infeccdo ocorre nos estadios de desenvolvimento vegetativo e de floragdo da planta. A
aplicacdo de produtos quimicos ndo promove um controle efetivo do mildio nos parreirais,
devido a agressividade do patdgeno, que rapidamente alcanca niveis significativos de
infeccdo. Quando as condigdes sdo favoraveis e na auséncia de protecdo contra a doenca, 0
mildio pode destruir de 50 a 75% da area foliar da cultura durante o ciclo vegetativo (Agrios,
2005).

O mildio é considerado uma das principais doencas da videira no mundo (Cséfalvay et
al., 2009; Moreira et al., 2011; Schwander et al., 2011; Rouxel et al., 2013). A estratégia atual
para o controle da doenca baseia-se na utilizacdo massiva de agrotoxicos para garantir uma
colheita com boa qualidade. O tratamento quimico intenso ndo s6 acrescenta altos custos para
a producdo da uva, mas também causa problemas ambientais que sdo incompativeis com as

exigéncias modernas para a agricultura sustentavel.
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1.4. Etiologia do mildio da videira

O mildio da videira é causado pelo parasita obrigatorio, P. viticola (Berk & Curtis.)
Berl. & de Toni. Pertence ao Reino Chromista, Filo Oomycota, Classe Oomycetes, Ordem
Peronosporales, Familia Peronosporaceae.

Os esporangiéforos do fungo medem de 140 a 250 um. Na sua extremidade formam-se
esporangios hialinos, elipsoides que medem 14 x 11 um. Cada esporangio contém de um a
dez zodsporos biflagelados com dimensdes de 6 a 8 x 4 a5 um. Os zodsporos sao providos de
dois flagelos que possibilitam a sua movimentacdo em meio liquido. Apds aproximadamente
30 minutos de constante movimentacdo, 0S zoOsporos entram em repouso (encistam) e
aproximadamente 15 minutos depois emitem um tubo germinativo que penetra na planta
atraves dos estbmatos e produz um micélio cenocitico intercelular, provido de haustérios que
se encarregam da absorcdo de substdncias nutritivas da planta. Uma vez estabelecida a
infeccdo, ha nas lesbes abundante frutificacdo constituida de esporangios, correspondente a

fase assexuada do fungo, repetindo-se varias vezes o ciclo secundario (Agrios, 2005).

1.5. Epidemiologia e sintomas de Plasmopara viticola

Plasmopara viticola € um oomiceto heterotalico, ou seja, possui micélio auto-estéril e
requer a participacdo de outro talo compativel para que ocorra a reproducdo sexuada (Wong et
al., 2001). O pseudo fungo possui dois tipos de reproducdo: sexuada e assexuada. Nas regides
de clima temperado, o ciclo sexual ocorre no outono (quando a temperatura diminui para
menos de 12° C). A reproducdo sexuada ocorre pelo cruzamento entre individuos diploides,

no interior das folhas infectadas, formando estruturas de resisténcia pela fusdo de um
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anteridio e um oogbénio, denominados 00sporos, que representam o meio de sobrevivéncia do
patdgeno no inverno em regides de clima temperado (Kennelly et al., 2007). A fase assexuada
é responavel pelos maltiplos ciclos da doenca e ocorre ao longo do periodo de crescimento
vegetativo da videira, enquanto que a fase sexuada é responsavel pela producao de odsporos,
que representam o inoculo primario para a estacdo seguinte.

O agente do mildio pode infectar todas as partes verdes e em desenvolvimento da
videira, causa maiores danos quando afeta flores e frutos pequenos. Os zodsporos possuem
motilidade para penetrar através dos estdmatos e colonizar o espaco intercelular do mesofilo
foliar (Kortekamp et al., 1998; Kiefer et al., 2002). A colonizagdo envolve o crescimento
micelial intercelular com a formacdo do haustorio (Boso & Kassemeyer, 2008). A
esporulacdo ocorre em condicOes de alta umidade. A dindmica de germinacdo dos o0sporos
dependem de fatores climaticos e fatores endogenos (Vercesi et al., 2010), podendo levar de 5
a 10 dias para germinar ou podem sobreviver e permanecer viaveis no solo por longos
periodos (Kennelly et al., 2007). O ciclo da doenga pode levar de 5 a 18 dias (Figura 2),
dependendo da temperatura, umidade relativa do ar, e da suscetibilidade da cultivar (Agrios,
2005). Em condicdes 6timas, podem ocorrer varios ciclos secundarios em um mesmo ciclo de
cultivo. Condigdes de temperatura em torno de 18°C a 25 °C e umidade relativa do ar superior
a 70%, além da ocorréncia de chuvas continuas, sdo condi¢des que favorecem a infeccdo. De
acordo com Kennelly et al. (2007), o periodo de laténcia varia de acordo com a temperatura e
a umidade relativa do ar, variando de 1 a 3 semanas. Segundo 0 mesmo autor, a duracao do
periodo de laténcia ndo afeta a quantidade ou a qualidade de esporangios produzidos em

lesdes foliares.

14



Infeccao

Zoosporo Zodsporo na folha o
enquistado : Micéliointercelular

. com haustério
e { ° gy - ¢ -
— L Q=
@ l ‘-\ Infecgdo na baga 6 B . StV

S ?t ) Infecgdo nos ramos o ¥ b’
e, \/ |

Esporangio T 2 — x
=ik l

l
Esporangloforo ’x /~, Cacho

'/\m

\ Micélio
/i R dormente

S nosramos

Germinagao
do esporéngio

]

Esporéangio | Folha
germinando
Infec¢do nos

ramos

Esporangio
Esporangio

Oobsporo
germinando

‘ ) Js .‘;‘_‘ .
@ QOdsporo 06sporo
HeEble infectando
\ afolha

Qdsporo Meiose

Figura 2. Ciclo de doenca do mildio em videira causado por Plasmopara viticola, adaptado
de Agrios (2005).

Os agentes de dissemina¢do mais comuns sdo 0 vento, que propicia a dispersdo de
esporangios a distancias relativamente grandes e a agua, principalmente através de respingos,
que espalha esporangios e zodsporos para plantas vizinhas e para a propria planta doente. A
disseminacdo a longa distancia ocorre pelo transporte de material vegetal infectado. Quando
um esporangio alcanca uma folha suscetivel, tem inicio a etapa de infeccao.

O primeiro sintoma da doenca nas folhas € caracterizado pelo aparecimento da

mancha-de-6leo na face superior, de coloracdo clara (Figura 3A). Na face inferior
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correspondente, aparecem estruturas esbranquicadas que sdo os orgdos de frutificacdo do
fungo (esporangiéforos com esporangios), que saem através dos estbmatos (Figura 3B). As
areas da folha infectada sofrem dessecamento e tornam-se marrons devido & morte celular.
Quando o ataque do fungo € muito intenso, as folhas doentes caem prematuramente, privando
a planta de seu 6rgéo de nutricdo. Durante a floracdo, o patdgeno provoca o escurecimento e a
destruicdo das flores afetadas. Nos estadios da pré-floracdo e em bagas pequenas, o fungo
penetra pelos estdmatos, paralisando a passagem de seiva e dgua, causando escurecimento e
secamento dos 6rgdos. As bagas infectadas nessa fase apresentam coloracdo pardo-escura e
sdo facilmente destacadas do cacho (Figura 3C e 3D). Frutos no inicio de formacgéo (Figura
3C) séo altamente suscetiveis ao mildio e as bagas infectadas permanecem firmes comparadas
as bagas sadias (Figura 3D), que amolecem a medida em que amadurecem (Lima et al.,
2009). O periodo critico da planta ao ataque do fungo ocorre no inicio da floracao e formacéo
das bagas. Além de perdas de rendimento, a ocorréncia da doenca causa perdas indiretas
reduzindo a atividade fotossintética das folhas afetadas e provocando a desfolha precoce
(Agrios, 2005).

Os sinais da doenca surgem com a formacéo das frutificacGes assexuadas do patdgeno,
quando o micélio volta a atravessar 0s estbmatos para o exterior, formando o0s
esporangioforos e esporangios, constituindo uma massa esbranquicada com aspecto
aveludado (o mildio). A liberacdo dos esporangios, onde os zodsporos sdo formados, marca o

inicio de um novo ciclo.
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Figura 3. Sintomas causados por Plasmopara viticola em folhas e bagas de videira: (A) mancha de 6leo na face superior da folha; (B)

esporulacdo recente na face inferior da folha; (C) esporulacdo de P. viticola em frutos novos e (D) sintoma do ataque do patdgeno no cacho,
causando escurecimento e secamento dos frutos novos.
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1.6. Ragas fisiologicas de Plasmopara viticola

O termo raca fisiologica é usado para designar varientes de uma espécie fitopatogénica
(bactérias, fungos ou nematdides) que causam doenca em uma variedade de uma espécie de
hospedeiro, mas ndo em outra (Camargo, 2011). O conceito de raga surgiu com a teoria do
“gene-para-gene” (Flor, 1947), em uma séric de experimentos iniciados em 1942, com o
patossistema linho-Melampsora lini. Nesse trabalho, Flor realizou cruzamentos entre ragas do
patdégeno e entre variedades de linho e analisou a segregacdo dos tipos de reacdes. Dessas
observacOes resultou o enunciado original de sua Teoria, segundo a qual, cada gene de
resisténcia no hospedeiro encontra um gene complementar no patdgeno que lhe confere
capacidade em causar doenca. Esse conceito € de grande importancia para a fitopatologia,
pois serviu de base para modelos tedricos que se propdem a interpretar em nivel molecular as
interacdes entre patdgenos e seus hospedeiros.

A formacéo de racas fisiologicas e a quantificacdo de diferencas na agressividade dos
isolados de P. viticola foi estudada em populacbes de P. viticola da Europa Central
distribuidas em 60 cultivares de videira (Grinzel, 1960). Foi observada uma ampla
distruibuicdo de reacdes de susceptibilidade/resisténcia dos acessos analisados, em relacdo as
diferentes populacdes do patdgeno. O pesquisador ndo detectou diferencas em
patogenicidade, na morfologia e na fisiologia, nem diferencas na agressividade entre o0s
isolados de P. viticola, que justificassem a classificacao de racas fisioldgicas do patdgeno. No
entanto, o estudo alertou para a possibilidade de que racas resistentes a fungicidas poderiam
aparecer. A questdo de racas fisiologicas foi novamente levantada com a descricao de isolados
resistentes a fungicidas (Gay-Bellile et al., 1983; Chen et al., 2007). Outro estudo de isolados
resistentes ao fungicida inibidor de quinona (Qol), utilizando plantas de Cabernet Sauvignon,

mostrou que os isolados resistentes apresentaram maior eficiéncia de infeccdo que isolados
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sensiveis, enquanto que ndo houve diferenca significativa na capacidade de esporulagédo e
periodo de laténcia entre os isolados sensiveis e resistentes (Corio-Costet et al., 2011).

Kast (2001), descreve P. viticola crescendo em hibridos resistentes, Regent e
Trollinger. Nesse trabalho o autor relata que a quebra de resisténcia pode ocorrer pela
adaptabilidade do patdgeno ao hospedeiro.

A interacdo gene-a-gene foi proposta para o processo de reconhecimento do mildio,
observado na cultivar “Bianca”, uma vez que o loco de resisténcia Rpv3 foi mapeado para um
conjunto de genes de receptores de NBS-LRR (Bellin et al., 2009) e a resisténcia baseada na
resposta de hipersensibilidade (HR) desta cultivar foi superada por um isolado de P. viticola,
que provavelmente carregava mutacdes em seus genes de aviruléncia (Avr) (Peressotti et al.,
2010). O fenotipo de resisténcia em Rpv3 foi estabelecido pela combinacdo de locos que
contém os genes CC-NBS-LRR e TIR-NBS-LRR no genoma de Vitis (Velasco et al., 2007).

Recentemente, uma raga quebrou a resisténcia da cultivar Bianca (Peressotti et al.,
2010), relatada como resistente nos estudos de Bellin et al. (2009). Nesse trabalho os autores
relatam o surgimento de um isolado de P. viticola (isolado SL, proveniente da Republica
Checa), que supera especificamente o gene Rpv3 (Resisténcia a Plasmopara viticola), o
principal gene de resisténcia da cultivar Bianca. O gene de resisténcia Rpv3 foi encontrado no
cromossomo 18, correspondendo a resisténcia derivada de espécies silvestres Norte-
americanas, introduzidas de Seyve Villard (Welter et al., 2007; Bellin et al., 2009). A quebra
de resisténcia encontrada por Peressotti et al. (2010), mostra que a interaccdo R-Avr €
altamente especifica e suficiente para evitar a ativacdo da defesa da planta. Os autores
relataram que o isolado SL evita a deteccdo do gene R, provavelmente devido a uma mutacao
no gene Avr correspondente ao loco Rpv3.

O namero limitado de informacdes sobre a quebra de resisténcia por isolados de P.

viticola deve-se, principalmente, ao uso restrito de variedades resistentes plantadas nas
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principais regides produtoras mundial, onde a maioria das superficies viticolas sdo ocupadas

por variedades suscetiveis de V. vinifera.

1.7. Diversidade genética e estrutura de populagdes de Plasmopara viticola

A estrutura genética de uma populacdo refere-se a quantidade e distribuicdo da
variacdo genética entre e dentro de populacGes (McDonald & Linde, 2002), depende da sua
historia evolucionéria e varia com o tempo e/o espago, ou adapta-se em respostas as alteracoes
nas condicdes ambientais. For¢as evolutivas, como recombinacdo genética, selecdo natural,
deriva genética, mutagdo, padrdes de acasalamento ou migragédo, tém importante impacto na
composicdo genética de uma populacdo (Ferreira & Grattapaglia, 2006). A interacdo entre
estes parametros evolucionarios determina a estrutura genética da populacdo do patégeno.
Fatores como tamanho de populacdo e o modo de reproducdo (sexual ou assexual),
influenciam na distribuicdo da variacdo genética entre e dentro de populagdes.

Invasbes biologicas podem ter consequéncias ecoldgicas, econdmicas e sociais
importantes, principalmente quando envolvem a introducdo e disseminacdo de patdgenos
invasores de plantas. Com a globalizacdo do comércio de produtos de origem vegetal,
espécies patogénicas estdo sendo cada vez mais introduzidas para fora dos seus locais de
origem. De acordo com Giraud et al. (2010), doencas de plantas podem ameacar ecossistemas
naturais e comprometer a producéo de alimentos. Essas introdugdes representam um grande
impacto sobre a diversidade e estrutura da populacdo do patdgeno. E importante estudar as
consequéncias genéticas complexas da introducdo do patdgeno, para entender a dindmica das

populacdes invasoras, que geralmente levam a uma perda da diversidade genética, devido aos
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efeitos de deriva genética. A dindmica espacial das populagdes geralmente envolvem
interacdes complexas entre migracdo e tamanho efetivo da populacéo (Excoffier et al., 2009).

O conhecimento da quantidade e distribuicdo da variacdo genética dentro e entre
populacbes € um componente importante na compreensdo da biologia populacional de uma
espécie. Uma alta diversidade genética distribuida em uma pequena escala espacial sugere a
possibilidade de rapida adaptacdo do patdgeno a mudancas ambientais, dificultando a
exploragdo de genes de resisténcia no hospedeiro ou do controle baseado no uso de
fungicidas.

Apesar da importancia econdmica de P. viticola, nada se conhece sobre a diversidade
genética e estrutura dentro e entre as populacdes brasileiras. Na ultima década, varios estudos
genéticos de populacdo foram realizados com um conjunto de apenas quatro marcadores
microssatelites, para avaliar a diversidade genética de P. viticola (Gobbin et al., 2003a,
2003b, 2005, 2006, 2007; Rumbou & Gessler, 2004, 2006; Scherer & Gisi, 2006; Koopman et
al., 2007; Matasci et al., 2010). Estes estudos foram realizados em pequena escala espacial
(ou seja, dentro de vinhedos) e mostraram que populacdes de P. viticola originaram de
reproducdo sexuada em regiGes temperadas, principalmente com cruzamentos aleatorios a
nivel do vinhedo.

A capacidade de detectar e mensurar a diversidade genética de populacdes é
indispensavel para o manejo e o uso eficiente dos recursos genéticos. Técnicas moleculares
baseadas na analise do DNA tém sido aplicadas com éxito em diversas areas da Micologia,
possibilitando o desenvolvimento de métodos rapidos, sensiveis e especificos no diagnostico
de fitopatdgenos, bem como de deteccdo e mensuracdo de diversidade genética.

Jurges et al. (2009) mostraram que os isolados de P. viticola coletados na Europa nédo
infectam facilmente espécies de Vitis da América do Norte e do Leste da Asia. No primeiro

caso, foram observadas reacfes fortes de defesa, no segundo, foi produzido apenas micélio

21



superficial. Ambos os resultados sugerem um alto grau de especializacdo do fungo.
Recentemente, espécies até entdo desconhecidas foram identificadas sendo infectadas por
populacdes norte-americanas de P. viticola (Rouxel et al., 2013). Esse trabalho ilustra como
patdégenos biotroficos de plantas podem diversificar-se pela especializagdo da planta
hospedeira e surgir em um agrossistema de hospedeiras cultivadas atraves de mutagéo.

O conhecimento mais aprofundado das caracteristicas das populacdes de P. viticola
nos principais polos produtores de uva do Brasil € condigdo fundamental na orientagdo dos
programas de melhoramento de Vitis. Muitos estudos bioldgicos e epidemioldgicos (Hill,
1998; Kennelly et al, 2007) tém contribuido para a compreensdo da biologia do patégeno.
Contudo, ainda séo limitadas as informacdes sobre a diversidade genética e a constituicdo da
estrutura das populac6es de P. viticola.

Em grande parte dos vinhedos da Franca, Italia, Suica e Alemanha a diversidade
genética de P. viticola, detectada através da analise de polimorfismo de DNA foi considerada
alta (Stark-Urnau et al., 2000; Gobbin et al., 2003a, 2003b, 2005, 2006; Rumbou & Gessler
2004, 2006; Scherer & Gisi, 2006; Matasci et al., 2010). Em estudos realizados na Africa do
Sul e Grécia, os pesquisadores também detectaram alta diversidade genética do patdgeno
(Koopman et al.,, 2007; Rumbou & Gessler, 2007). Em contraste, detectou-se baixa
diversidade genética em isolados coletados nas Ilhas Gregas (Rumbou & Gessler, 2006),
América e Europa (Delmotte et al., 2006; Rouxel et al., 2012; Fontaine et al., 2013).

Um estudo de P. viticola em larga escala, realizado na Europa (Gobbin et al., 2006),
utilizando 8.991 isolados coletados em 5 paises (Franca, Suica, Italia, Alemanha e Grécia)
concluiu que as amostras apresentavam alta diversidade genética e genotipica, estruturada em
cinco grupos, com base na origem geogréafica. Nas comparacdes Fsr par-a-par, as analises de
distancia genética revelaram dois grupos com distribuicdes geograficas distintas, um na

Europa Central e outro na Grécia. Os autores concluiram que nas populagdes da Europa
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central, ocorreu o isolamento pela distancia e sugeriram um modelo de migragdo passo-a-
passo. Nenhum isolamento pela distancia foi encontrado dentro das populagfes gregas,
provavelmente devido a barreiras geograficas naturais, como o mar e as montanhas.

De todos esses estudos, apenas o desenvolvido por Delmotte et al. (2006) utilizou sete
outros marcadores microssatélites, diferentes dos anteriores, e constatou baixa diversidade
genética em populagdes de P. viticola. A alta diversidade genética encontrada nos trabalhos
anteriores é baseada apenas em quatro marcadores microssatélites (ISA, BER, CES e GOB).
Destes, apenas os marcadores GOB e CES possuem alta heterozigosidade (He) e alto
Contetdo de Informacgdo Polimorfica (PIC). Em todos os casos, um ou poucos genotipos
apareceram com maior frequéncia, predominando nas populagdes estudadas.

Schroder et al. (2011), com base em um marcador nuclear e dois mitocondriais,
relataram que os isolados de vinhedos nos Estados Unidos pertencem a apenas trés linhagens
filogenéticas altamente distintas. Uma delas contém estirpes europeias e afeta cultivares de
Vitis vinifera, enquanto as outras duas linhagens afetam também outras espécies de Vitis. Os
autores relatam ainda que a divergéncia entre essas linhagens é alta e, a julgar pela variacao
genética existente em outras linhagens de Plasmopara, pode refletir em espécies distintas.

Constata-se, pois, uma forte discrepancia de resultados observados nestes diferentes
estudos. A diversidade genética de populacbes de P. viticola nunca foi estudada no Brasil,
apesar da importancia econdémica que esse patdgeno representa no pais. Destaque deve ser
dado a esta area de estudo por sua importancia face a expansao da viticultura para as regides

tropicais brasileiras.
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1.8. Resisténcia genética da videira a Plasmopara viticola

Os genes de resisténcia genética ao mildio caracterizados até o presente momento em
plantas possuem regides filogeneticamente conservadas que tém sido usadas para classifica-
los em diferentes grupos. Estas regifes incluem proteinas ricas em leucina (LRR), sitios de
ligagdo a nucleotideos (NBS), estruturas complexas de NBS-LRR e proteinas quinases
(Staskawicz et al., 1995; Hammond-Kosack & Jones, 1997). A conservacdo estrutural dos
genes de resisténcia apresenta interesse do ponto de vista genético, uma vez que claramente
sugere que essas regides conservadas poderiam representar sitios de relevancia biologica na
expressdo fenotipica dos genes de resisténcia (Bent, 1996). Em videiras resistentes, 0s
mecanismos de resisténcia pds-infeccdo incluem deposicdo de calose (Gindro et al., 2003),
acumulo de estilbenos (Pezet et al., 2004; Gindro et al., 2006), processos de defesa associados
a parede celular (Diez-Navajas et al., 2008; Jurges et al., 2009), o acimulo de espécies
reativas de oxigénio e aumento de atividade da peroxidase (Kortekamp & Zyprian, 2003) e
ativacdo de resposta de hipersensibilidade (Kortekamp & Zyprian, 2003; Kortekamp, 2006;
Diez-Navajas et al., 2008; Bellin et al., 2009) em reacdo a inoculacdo com P. viticola.
Contudo, pouco se sabe sobre a localizacédo, estrutura e funcdo dos genes de resisténcia a P.
viticola em videira.

Resultados de analises de expressdo de genes confirmaram a idéia de que a resisténcia
ao mildio em V. riparia Michaux (Polesani et al., 2010) e V. amurensis Ruprecht (Wu et al.,
2010) é baseada em mecanismos de pés-infeccdo. Videiras resistentes reagem a inoculacao de
P. viticola pela rapida ativacdo de genes que codificam proteinas relacionadas a patogénese
(Kortekamp, 2006) e genes envolvidos na transducdo de sinais relacionados com a resposta de
defesa e processos metabdlicos, incluindo a rota dos fenilpropandides (Kortekamp, 2006;

Polesani et al., 2010; Wu et al., 2010). A producdo de fitoalexina (estilbenos simples e
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condensados) é uma das mais importantes respostas a infeccdo fungica em videira (Schmidlin
et al., 2008; Alonso-Villaverde et al., 2011). O acumulo de varios compostos
antimicrobianos, tais como resveratrol e viniferinas, foram observados ap6s a inoculacdo de
videiras resistentes a este patdgeno (Dai et al., 1995; Pezet et al., 2004; Jean-Denis et al.,
2006; Chang et al., 2011). Em videiras suscetiveis, analises de expressdo de genes revelaram
que as plantas reagem a inoculacdo de P. viticola através da ativacdo da expressdo de genes
relacionados com a defesa (Kortekamp, 2006; Chong et al., 2008; Trouvelot et al,, 2008), mas
esta reaccdo ndo é suficiente para impedir ou limitar a infec¢éo.

O uso de variedades de videira que mostram resisténcia durdvel ao mildio é
considerado uma estratégia promissora para controlar a doenca (Bisson et al., 2002). Os
estudos de interacdo patdgeno-hospedeiro indicam que os cultivares de V. vinifera até agora
testados s@o suscetiveis a P. viticola (Jurges et al., 2009). Resisténcia genetica ao fungo, por
outro lado, tem sido observada com frequéncia em espécies silvestres de Vitis. Isto significa
gue os genes de resisténcia ao patdgeno devem ser introduzidos em V. vinifera a partir destas
espécies pelos programas de melhoramento, a0 mesmo tempo em que sdo mantidas as
caracteristicas agrondmicas superiores dos clones cultivados de V. vinifera.

Fontes de resisténcia ao mildio foram identificadas em espécies silvestres americanas
(Alleweldt & Possingham 1988; Eibach et al., 2010) e asiaticas (Wan et al., 2007; Jlrges et
al., 2009). Espécies americanas de Vitis exibem resisténcia a P. viticola e tém sido utilizadas
pelos programas de melhoramento para criacdo de hibridos resistentes ao mildio. A resposta
da planta a infeccdo por P. viticola tem sido caracterizada predominantemente por meio de
estudos de incompatibilidade em espécies como Vitis riparia, V. rupestris, V. rotundifolia e V.
amurensis (Merdinoglu et al., 2003; Diez-Navajas et al., 2008; Marguerit et al. 2009; Moreira

et al., 2011; Peressotti et al., 2010; Blasi et al., 2011; Schwander et al., 2011).
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Tentativas para criar cultivares de videira com 0s genes para resisténcia ao mildio
provenientes de espécies americanas e Varias espécies asiaticas, tém mostrado que a
caracteristica de resisténcia é quantitativamente herdada (Eibach et al., 1989; Moreira et al.,
2011). Um estudo comparativo (Jurges et al., 2009) revelou que espécies silvestres norte-
americanas sdo dotadas de um alto grau de resisténcia, enquanto que videiras cultivadas (V.
vinifera) sdo extensivamente colonizadas por P. viticola. Embora cultivares européias de Vitis
vinifera sejam altamente suscetiveis a P. viticola, espécies de Muscadinia e varias espécies
americanas e asiaticas de Vitis exibem diferentes niveis de resisténcia ao patdgeno. Acessos
resistentes das espécies silvestres Vitis riparia Michaux, Vitis cinerea Arnold, Vitis labrusca
L, Vitis rupestris Scheele, Vitis berlandieri Planch, Vitis lincecumii Buckley e Muscadinia
rotundifolia Michaux exibem niveis variaveis de resisténcia (Dai et al., 1995; Kortekamp &
Zyprian, 2003; Unger et al., 2007; Wan et al., 2007; Cadle-Davidson, 2008; Diez-Navajas et
al., 2008).

Espécies silvestres sdo fontes confiaveis de resisténcia a muitas doencas e estresses
ambientais que afetam as videiras cultivadas (Moreira et al., 2011). Vitis vinifera pode ser
cruzada com quase todas as espécies silvestres de Vitis da América do Norte e Central e Asia
ocidental (Alleweldt & Possingham, 1988; Moreira et al., 2011) e geralmente gera
descendentes férteis.

A resisténcia pode ser qualitativa ou quantitativa. A qualitativa, controlada por genes
R, que de alguma forma estdo envolvidas no reconhecimento do patdgeno, e a quantitativa,
controlada por genes que atuam em etapas subsequentes ao reconhecimento. A resisténcia
qualitativa € monogénica, efetiva somente para determinadas racas do patégeno e pouco
duravel se comparada com a resisténcia qualitativa que, ao contrario, € poligénica e efetiva

contra um amplo espectro de racas (Camargo, 2011). Em termos epidemioldgicos, resisténcia
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qualitativa é sinbnimo de resisténcia vertical, ao passo que resisténcia quantitativa é sindbnimo
de resisténcia horizontal (Vanderplank, 1968).

A natureza qualitativa da resisténcia se deve ao fato de os genes atuantes estarem
envolvidos de alguma forma no processo de reconhecimento do patdgeno. Estes genes
possuem efeito marcante no fendtipo, pois se houver o reconhecimento ndo havera doenca e,
caso contrario, a doenga se manifestard. O reconhecimento depende da ag&o de vérios genes
gque atuam em conjunto, onde um gene controla a expressdao de outros, que por sua vez
controlam outros, gerando uma rede de expressdo génica na qual existem genes centrais e
secundarios. O gene central € comumente denominado de gene R e corresponde aos
receptores de sinais de MAMPs (Microbe Associated Molecular Pattern), ao passo que 0s
genes de efeitos secundarios controlam as diversas respostas bioquimicas do hospedeiro que
se seguem apds uma infeccdo bem sucedida. A planta reconhece uma molécula do patdgeno
atraves de receptores moleculares especificos para a toxina, ou ainda a planta reconhece a
alteracdo em uma de suas moléculas que ocorre em funcdo do ataque do patdgeno e o sistema
de defesa da planta é acionado (Camargo, 2011). Os componentes individuais da resposta de
defesa ativa incluem a resposta de hipersensibilidade (RH), a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, o reforco de paredes celulares, a sintese de proteinas relacionadas a patogénese, a
inclusédo de resisténcia adquirida e 0 acimulo de fitoalexinas.

A resisténcia qualitativa é mais usada nos programas de melhoramento genético, por
ser mais facil de trabalhar. A distincdo entre plantas resistentes e suscetiveis € mais facil que
no caso de resisténcia quantitativa; se manifesta precocemente e apresenta heranca
mendeliana simples, o que requer métodos mais simples de selecdo. N&o obstante, apresenta
as sérias limitacdes de durabilidade e raca-especificidade.

No caso da resisténcia quantitativa, o melhoramento € obtido através de métodos que

permitam o acumulo gradual dos alelos favoraveis nos varios genes que controlam a
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caracteristica. E um processo lento e requer varias geracdes. A dificuldade em relagdo a
resisténcia qualitativa é a avaliagdo do fendtipo das plantas, ou seja, € bem mais dificil
distinguir plantas resistentes de suscetiveis quando as variacdes entre elas so sutis. E preciso
quantificar os sintomas que cada uma apresenta e isto, na pratica, € mais complicado do que
no caso da resisténcia qualitativa (Camargo, 2011). Outro problema € o efeito do ambiente na
manifestacdo dos sintomas, que pode mascarar pequenas diferencas entre genétipos. O ciclo
da cultura também deve ser levado em consideragéo.

Em culturas perenes como a videira, a pressao pela quebra da resisténcia é maior do
que em culturas anuais, devido ao tempo mais dilatado de convivio entre o patdgeno e o
hospedeiro e a desvantagem da dificil e onerosa troca de cultivar no caso da quebra da
resisténcia. O plantio de uma variedade contendo um gene R em larga escala exerce uma
pressdo de selecdo na populacdo do patdgeno, de modo a selecionar genoétipos (selecédo
direcional) com genes de viruléncia correspondentes ao gene R. Desse modo, quando a
doenca passa a causar perdas significativas em produtividade, decreta-se a “quebra” da
resisténcia.

A incorporacdo de mais de um gene R na variedade poderia ser uma estratégia para
aumentar a vida util da mesma. Esta estratégia € denominada piramidacdo de genes e € usada
na pratica em varias espécies, com o objetivo de gerar uma variabilidade com maltiplos genes
de resisténcia. Um dos problemas da piramidacdo de genes esta na dificuldade de transferir
varios genes para um Unico genotipo, sem que este perca sua identidade genética. Para isso,
s80 necessarios varios ciclos de retrocruzamentos. De acordo com Vanderplank (1968) outro
problema é o efeito vertifolia, ou seja, perda de genes de resisténcia quantitativa durante um
programa de melhoramento voltado para a selecdo de resisténcia qualitativa, devido a um
estreitamento da base genética. Assim, ao longo do melhoramento, alelos favoraveis de

resisténcia genética quantitativa podem ser perdidos, resultando no baixo nivel dessa

28



resisténcia. Diz-se que a selecdo para genes R reduz a pressdo de selecdo para genes de
resisténcia quantitativa e estes podem ser perdidos pelo fenbmeno da deriva genética.

Embora a resisténcia qualitativa seja mais facil de ser identificada, ela apresenta um
sério inconveniente, ela é mais facil de ser vencida pelo patégeno. Ja a resisténcia quantitativa
é mais duravel, pois conceitualmente esta além da capacidade microevolutiva do patdgeno em
ser vencida. Segundo a hipétese gene-a-gene de Flor, para um gene R ser quebrado, é
necessaria apenas uma mutacdo no gene complementar de aviruléncia; ja numa resisténcia
quantitativa poligénica, sdo necessarias varias mutacdes, o que apresenta menor probabilidade
de acontecer.

Para obtencdo de variedades resistentes ao mildio, programas de melhoramento
genético de varios paises vém desenvolvendo hibridos, através de cruzamentos
interespecificos seguido por retrocruzamentos, utilizando como fontes de resisténcia espécies
silvestres Norte-americanas e Asiaticas de Vitis. Na cultura da videira, um dos principais
objetivos dos programas de melhoramento é introduzir genes de resisténcia a patdgenos para a
base genética de Vitis vinifera (suscetivel). Dessa forma, hibridos resistentes tém sido
desenvolvidos combinando resisténcia a doenca com a producéo de frutos de alta qualidade
(Ritschel et al., 2010), de forma sustentavel e ecologicamente equilibrada.

Os principais programas de melhoramentos de videiras sdo desenvolvidos por
Instituicbes Governamentais de Pesquisa em varios paise e muitas vezes atuam em
colaboracdo com Universidades Federais. As principais instituicdes sao:

Na Itdlia (Istituto Agrario di San Michele all’Adige - IASMA; Istituto di Genomica
Applicata, Parco Scientifico e Tecnologico Luigi Danieli; University of Verona; University
of Udine; Universita Cattolica del Sacro Cuore; University, Padova);

Na Franca (Institut National de la Recherche Agronomique -INRA; Institut des Sciences de la

Vigne et du Vin - ISVV; Université de Strasbourg; Université de Bordeaux);
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Na Alemanha (Federal Centre for Breeding Research on Cultivated Plants; Institute for
Grapevine Breeding Geilweilerhof; Hochschule RheinMain, Geisenheim Research Center;
State Institute for Viticulture and Oenology, Freiburg; University of Karlsruhe) e

Nos Estados Unidos da América (United States Department of Agriculture - USDA;

University of Arizona, Tucson).

As fontes de resisténcia mais estudadas sdo: V. riparia, V. cinerea V. labrusca, V.

rupestris, V. berlandieri, V. lincecumii e Muscadinia rotundifolia. Genes de resisténcia ao mildio

de espécies asiaticas V. amurensis foram inicialmente introgredidos por melhoristas soviéticos

para a base genética de V. vinifera, enquanto que os melhoristas europeus trabalharam com outros

genes de resisténcia de videiras norte-americanas.

Avancos para a elucidacdo do patossistema Vitis/Plasmopara tém sido possiveis
usando varias abordagens como: o desenvolvimento de tecnologias para analise genémica de
Vitis (Dereeper et al., 2011) e do fungo (Kortekamp, 2005; Allegre et al., 2007; Diez-Navajas
et al., 2008), analise molecular da interacdo patogeno/hospedeiro (Jurges et al., 2009),
genética de populacdes do patdgeno (Rumbou & Gessler, 2007), analise da severidade de
doenca (Matasci et al., 2010), estudo de resisténcia em espécies de Vitis americanas (Cadle-
Davidson, 2008) e asiaticas (Wan et al., 2007), analise de transcricdo génica (Kortekamp et
al., 2008; Polesani et al., 2008; Figueiredo et al., 2008, 2012; Polesani et al., 2010; Malacarne
et al., 2011) e identificacdo de locos controladores de caracteristicas quantitativas (QTL)
através de analise de populacdes segregantes (Dalbo et al., 2000; Fischer et al., 2004;
Wiedemann-Merdinoglu et al., 2006; Welter et al., 2007; Bellin et al., 2009; Peressotti et al.,
2010; Blasi et al., 2011; Schwander et al., 2011).

Marcadores moleculares associados com genes de resisténcia ao mildio foram

identificados para facilitar a introgressdo de resisténcia ao patdgeneo (Eibach et al., 2007; Di
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Gaspero et al., 2007; Mahanil et al., 2007; Welter et al., 2007). S6 apds o inicio do
desenvolvimento dos mapas genéticos de ligagdo para videira é que foi iniciada a analise
genética detalhada desta caracteristica complexa (Lodhi et al., 1995). Os mecanismos
envolvidos na resisténcia ainda ndo sdo bem conhecidos, e esfor¢os tém sido feitos na
localizacdo e compreensdo das regides do genoma da videira que controlam resisténcia a P.

viticola.

1.9. Sequenciamento de genomas: Next Generation Sequencing — NGS

Metodologias de NGS (Next Generation Sequencing) tém sido utilizadas de forma
crescente para auxiliar projetos de sequenciamento de genomas completos e principalmente
em projetos de re-sequenciamento de genomas de organismos, para 0s quais existem genomas
de referéncia (Metzker, 2010; Capra et al., 2010).

A tecnologia baseia-se na reducdo de complexidade genémica da amostra de DNA
total, utilizando combinacdes especificas de enzimas de restricdo (ER), otimizadas para cada
espécie. Os fragmentos selecionados resultantes sdo submetidos ao sequenciamento para a
geracdo de dezenas de milhGes de sequéncias curtas (em geral 76 bases) em plataformas de
sequenciamento Illumina de NGS (Next Generation Sequencing), nas quais 0s polimorfismos
sdo detectados. Apds a reducdo de complexidade via enzimas de restricdo e antes do
sequenciamento, cada amostra de DNA a ser genotipada recebe adaptadores com sequéncias
indexadoras (barcodes) que permitem mais tarde rastrear as sequéncias geradas para cada
amostra. Desta forma, 96 amostras podem ser sequenciadas conjuntamente, em cada canaleta

de sequenciamento, otimizando significativamente os custos. Assim, sdo detectados
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polimorfismos de presenga ou auséncia entre amostras derivadas da variabilidade, na
distribuicdo dos sitios de restricdo e de SNPs (Single Nucleotide Polimorphisms) entre
sequéncias em comum entre todas as amostras. Em cada corrida de sequenciamento em
plataforma Illumina, podem ser genotipadas 768 amostras e gerados milhares ou dezenas de
milhares de marcadores, dependendo da diversidade nucleotidica da espécie.

Diferentes tecnologias NGS foram desenvolvidas recentemente, tais como 454 Life
Sciences (adquirida pela Roche), Solexa (adquirida pela Illumina), ABI SOLID (adquirida
pela Agencourt Biosciences), todas elas capazes de gerar centenas de milhares ou dezenas de
milhdes de sequéncias de tamanho variavel, que hoje variam de 35 a quase 5000 pares de base
a custos relativamente baixos (Mardis, 2008; Rounsley et al., 2009).

O sequenciamento Illumina foi primeiro aplicado em transcriptoma e montagem do
genoma, seguido pela deteccdo de marcadores microssatélites (Garg et al., 2011; Wei et al.,
2011; Zhu et al., 2012; O’Bryhim et al., 2012; Silva et al., 2013) e descoberta de grande
namero de SNPs para diversas espécies (Barbazuk et al., 2007; Brockman et al., 2008;
Grattapaglia, et al., 2011). Recentemente foram publicados outros trabalhos mostrando o
sucesso da técnica em milho, cevada e trigo (Elshire et al., 2011; Poland et al., 2012),
braquiaria (Silva et al., 2013) e arroz (Rounsley et al., 2009).

O desenvolvimento de sequenciamento em plataformas de NGS oferece uma
oportunidade para sequénciar e realizar analises comparativas em um grande nimero de
genomas, incluindo fitopatégenos (Soanes et al., 2007). Em Plasmopara viticola esta
tecnologia foi usada como ferramenta para comparacdo de expressdo de genes (Wu et al.,
2010) e identificacdo ESTs (Expressed Sequence Tags) que foram utilizados em estudos de
genes candidatos de aviruléncia na interacdo Vitis/mildio (Mestre et al., 2012). A
possibilidade de sequenciar um genoma de forma representativa, associando baixo custo e

reducdo de tempo, potencializa os NGSs a se tornarem tecnologias genémicas dominantes.

32



1.10. O genoma de Plasmopara viticola

Espécies da Classe dos Oomicetos sequenciadas até agora incluem agentes causais de
importantes doencas em nivel mundial, tais como espécies de Phytophthora e Pythium. No
entanto, Plasmopara viticola, apesar da importancia que representa para a cultura da uva,
ainda ndo teve seu genoma totalmente sequenciado.

Plasmopara viticola possui um genoma pequeno, de aproximadamente 40 Mpb,
semelhante a outros patdgenos oomicetos ja sequenciados, como Phytophthora (Tyler et al.,
2006) e Pythium (Levesque et al., 2010). Até o0 momento, analises comparativas de patdégenos
oomicetos mostraram variacdo no tamanho e conteddo do genoma (Tyler et al., 2006; Baxter
et al., 2010; Levesque et al., 2010; Martens & Van de Peer, 2010; Seidl et al., 2011, 2012).
De acordo com Judelson (2012), o genoma dos oomicetos possui um tamanho minimo de 37
Mpb até um maximo de 280 Mpb. O conteudo de genes pode variar de 13.000 a 26.000, com
grande variacdo no conteddo de DNA repetitivo, sendo 7% em Pythium ultimum (Levesque et
al., 2010) e 74% em Phytophthora infestans (Tyler et al., 2006; Adhikari et al., 2013).

Estudos recentes produziram 677 entradas de P. viticola no banco de dados do

Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Essas entradas correspondem a sequéncias

de origem mitocondrial ou ribossomal, relacionadas com 0s seguintes temas: mecanismos
bioguimicos de defesa vegetal (compostos fendlicos, proteinas relacionadas a patogénese,
fitoalexinas e elicitores), fatores de viruléncia (enzimas e sistema Avr), regulacdo da
expressao génica e desenvolvimento de marcadores microsstélites.

Alguns trabalhos sobre sequenciamento do genoma de P. viticola foram publicados a
partir de bibliotecas de DNA, cDNA e RNA e utilizados para diferentes finalidades:

desenvolvimento de marcadores microssatétites (Gobbin et al., 2003a; Delmotte et al., 2006;
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Matasci et al., 2010; Rouxel et al., 2012) e identificagdo de genes envolvidos na
patogenicidade (Mestre et al., 2012);

Apesar dos avancgos na caracterizacdo dos genes de resisténcia a partir de espécies de
Vitis, o conhecimento sobre a genética de P. viticola é escasso. Pouco se sabe sobre a genética
e a natureza dos genes de aviruléncia desse patdgeno obrigatorio. Mestre et al. (2012)
identificaram 81 genes efetores de patogenicidade, através de analise de expressdo de genes
de zoosporos germinados de P. viticola, dos quais 26 genes codificam para proteinas com
funcdes envolvidas na patogénese. A identificacdo de genes de aviruléncia € um passo
necessario para a compreensdo da biologia da interacdo Plasmopara/Vitis, além de fornecer
informacdes valiosas para escolha de uma combinagdo mais eficiente de genes de resisténcia
(Michelmore, 2003; Birch et al., 2008), com objetivo de alcancar uma resisténcia duradoura.

Apos o completo sequenciamento do genoma de P. viticola, sera possivel ndo s6 um
melhor entendimento da interacdo patdgeno/hospedeiro, mas também a identificacdo de genes
de aviruléncia correspondentes aos diferentes genes de resisténcia da videira. A identificacdo
e caracterizacdo dos efetores de aviruléncia de P. viticola potencializa a identificacdo de
perfis funcionais de fontes de resisténcia, bem como a escolha das melhores combinacGes de
genes numa estratégia de piramidacdo, melhorando assim a eficiéncia dos programas de

melhoramento para a resisténcia ao mildio da videira.

1.11. Genoma da videira

Um consorcio franco-italiano publicou em 2007 uma versdo da sequéncia do genoma
de Vitis vinifera, sendo este, a época, o quarto genoma de plantas e o primeiro de uma espécie

frutifera a ser sequenciado, com tamanho aproximado de 475 a 500 Mb (Jaillon et al., 2007).
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Quarenta e um por cento do genoma da videira é constituido de elementos repetitivos e
transponiveis. Estimou-se que cerca de 30.000 genes estdo distribuidos no genoma da videira.
O genoma é bastante polimdrfico entre os acessos de videira. Cerca de 2 milhdes de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms) foram identificados, com aproximadamente 1 SNP a cada
100 pb e uma indel (insercdo/delecdo) a cada 0,45 Kb (Velasco et al., 2007). Estudos no
genoma de V. vinifera revelaram que os genes de resisténcia e outros genes envolvidos nos
processos de defesa, tendem a ser localizados em maior densidade nos cromossomos 5, 7, 9,
12, 13, 18 e 19, proximos a regifes gendmicas associadas com a resisténcia a P. viticola em
videiras silvestres (Di Gaspero & Cipriani, 2003; Di Gaspero et al., 2007; Velasco et al.,
2007; Moroldo et al., 2008).

O sequenciamento e montagem do genoma de Vitis possibilita um maior
aprofundamento no controle genético de caracteristicas de interesse econémico, como
qualidade do vinho, metabdlitos secundarios, resisténcia a patdgenos, produtividade, entre
outros. Apds 0 sequenciamento e mapeamento fisico do genoma da videira (Jaillon et al.,
2007), o padrdo de distribuicdo de genes candidatos para resisténcia a doencas vem sendo
descrito. Velasco et al. (2007) disponibilizam o mapeamento de genes de resisténcia,
distribuidos nos 19 cromossomos da videira e descrevem o dominio desses genes,
responsaveis pela iniciacdo dos sinais de transducdo que ativam os mecanismos de defesa.
Esta montagem do genoma indicou genes candidatos envolvidos em caracteristicas relevantes
para a cultura da uva, tais como aqueles que influenciam a qualidade do vinho, através de
metabolitos secundarios, e aqueles relacionados com a suscetibilidade a agentes patogénicos.
Neste estudo os pesquisadores encontraram 341 genes NBS (Sitio de ligacdo no nucleotideo),
sendo que 233 desses genes NBS, contém o dominio de LRR (Repeticdo rica em leucina),
podendo ser agrupados em: TIR-NBS-LRR, CC-NBS-LRR e NBS-LRR. Na extremidade N-

terminal de proteinas de NBS-LRR realiza tanto o dominio espiral enrolada (CC, coiled coil),
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ou um dominio homélogo ao receptor Interleukin-1 (TIR) (Toll/Interleukin-1 Receptor), o que
permite a classificacdo dos genes NBS em dois grupos, 0 CC-NBS-LRR e TIR-NBS-LRR. O
grupo CC-NBS-LRR incluiu 84 genes em Vitis, enquanto o grupo TIR-NBS-LRR incluiu 37
genes. A NBS ¢ parte de um dominio conservado e atua como um interruptor molecular para
a transducdo de sinal. A LRR possui especificidade de reconhecimento de efetores de
patdgenos. Além disso, a familia de genes NBS inclui cinco genes truncados TIR-NBS, 112
genes truncados NBS-LRR e 103 genes caracterizados apenas pelo dominio NBS. Além dos
genes NBS, o genoma da videira contém varios componentes de sinalizacdo de resposta a
doencas, codificadas pelos genes EDS1, PAD4, COIl, MPK4, JAR1, ETR1 e NDR1,
conhecidos como produtos de genes de resisténcia.

Outros estudos também representam extrema importancia para uma melhor
compreensdo do genoma: 1) Deteccédo de loco de resisténcia a P. viticola (Rpv) e identificacao
de marcadores associados a resisténcia (Merdinoglu et al., 2003; Wiedemann-Merdinoglu et
al., 2006; Di Gaspero et al., 2007; Welter et al., 2007; Bellin et al., 2009; Marguerit et al.,
2009; Blasi et al., 2011; Moreira et al., 2011; Schwander et al., 2011; Venuti et al., 2013); 2)
Estudos sobre apirenia (Cabezas et al., 2006; Mejia et al., 2011; Karaagac et al., 2012; Akkurt
et al., 2012); 3) Estudos sobre a familia génica FT/TFL1 que codifica proteinas que
funcionam como promotores e repressores de floracdo (Carmona et al., 2007); 4)
Mapeamento de familias génicas complexas, mostrando a co-localizacdo dos principais
grupos NBS-LRR e locos (Moroldo et al., 2008) e 5) Estudos de diversidade genética e
estrutura de populacdes em colecbes de germoplasma.

Na China, um grupo de pesquisadores desenvolveu trabalhos sobre a organizacédo
genbmica e identificacdo de familias génicas em V. vinifera. Zhang et al. (2012a),
identificaram a familia génica TIFY (designacdo do motivo conservado (TIF[F/Y]XG),

responsavel por diversas respostas a estresses bidticos e abidticos e outros padrdes de
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expressdo génica, como desenvolvimento da planta, crescimento da raiz, germinacdo da
semente, floracdo e senescéncia. Zhang et al. (2012b) identificaram e analisaram uma super
familia génica (aldeido desidrogenase - ALDH), com 23 genes ALDH, agrupados em dez
familias. Também relataram que uma série desses genes apresentaram alteracdo de expressdo
significativa, em resposta a infeccdo por diferentes patdgenos e desenvolvimento da baga,
sugerindo novos papéis dos genes ALDH, em interacdes planta-patdgeno e desenvolvimento
na baga. Hou et al. (2013) desenvolveram uma pesquisa sobre a organizagdo gendmica,
comparacdo filogenética e expressao diferencial e identificaram 18 familias génicas SBP-box
em V. vinifera, potencialmente envolvidas em respostas de defesa contra estresses bidticos e

abioticos.

1.12. Marcadores moleculares

Um marcador molecular é definido como todo e qualquer fenotipo molecular
proveniente de um seguimento especifico de DNA, correspondendo a regifes expressas ou
ndo do genoma (Ferreira & Grattapaglia, 1998). O desenvolvimento de marcadores
moleculares veio dar um impulso maior a pesquisa genética, propiciando a deteccdo de
polimorfismo de DNA com comportamento Mendeliano, passivel de ser utilizado em
diferentes areas da genética e do melhoramento de plantas. As técnicas de marcadores
moleculares revelam polimorfismo de sequéncia de DNA, que pode ser detectado em
sequéncias génicas (exons) ou em regides ndo-codantes (introns). O emprego de marcadores
moleculares abrange uma vasta area de estudos de genética, melhoramento e evolucdo dos

Seres Vivos.
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Os marcadores moleculares do tipo microssatélite, também conhecidos como SSR
(Simple Sequence Repeats), sdo marcadores moleculares baseados na amplificacdo de
seqliéncias repetidas de DNA, com 1 a 6 nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem.
Caracterizam-se por serem co-dominantes, baseados em PCR, abundantes, aparentemente
distribuidos em todo o genoma, multialélicos e dependentes de pequena quantidade de DNA
dos individuos analisados. O conteido genético informativo de um loco SSR € bastante alto,
por se tratarem de sequéncias de alta taxa evolutiva. O polimorfismo no tamanho dos
fragmentos pode ser devido ao numero diferente de repeticbes das seqliéncias simples,
mudanca no elemento repetitivo, como também podem ser causada por substituicdes,
insercOes/delecbes de uma Unica base ou de fragmentos longos de DNA nas regides que
flanqueiam os microssatélites. Os polimorfismos que caracterizam os diferentes alelos podem
ser detectados via PCR atraves de eletroforese em gel de poliacrilamida, em agarose especial
de alta resolucdo ou em sistemas de detecacdo automatizados via capilares de sequenciador de
DNA. A identificacdo dos alelos nos locos microssatélites pode ser feita diretamente com
auxilio de brometo de etideo em géis de agarose, nitrato de prata em géis de poliacrilamida ou
através da deteccdo de picos de fluorescéncia em sequenciador de DNA. Os primers marcados
com fluorescéncia possibilitam sistemas mdltiplos de deteccdo (multiplex), e
conseqlientemente, permitem a genotipagem simultanea de vérios locos de cada amostra
analisada (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Na ultima década, uma verdadeira revolucdo vem ocorrendo para facilitar a
identificacdo e o desenvolvimento de marcadores microssatélites. Grupos de pesquisas estdo
utilizando tecnologias NGS de sequenciamento para gerar seqiiéncias de dados, com objetivo
de identificar regides de microssatélites no genoma (Abdelkrim et al., 2009; Zhu et al., 2012;
Silva et al., 2013). O impacto desta tecnologia sobre o desenvolvimento de marcadores

microssatélites é evidente pois o sequenciamento utilizando plataformas Illumina permite a
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descoberta de milhares de regides microssatélites, potencialmente amplificaveis que podem
ser selecionadas para o desenho de primers (Castoe et al., 2012).

Os marcadores microssatélites tem sido a ferramenta molecular mais utilizada em Vitis
spp. para a identificacdo e caracterizacdo de variedades, avaliacdo da variabilidade genética,
estudos de pedigree e mapeamento genético (Grando et al., 2003; Riaz et al., 2004; Boccacci
et al., 2005; Martin et al., 2006). Os marcadores podem ser selecionados e/ou desenvolvidos
para construcdo de mapas genéticos e associacdo com caracteristicas de interesse do
melhoramento de uva, como resisténcia ao midio da videira. O uso de marcadores
moleculares para piramidacdo de multiplos genes de resisténcia vem sendo realizado com
sucesso no melhoramento da videira (Eibach et al., 2007).

O desenvolvimento de marcadores moleculares de Ultima geracdo (SSRs e SNPs), a
identificacdo de sequéncias génicas relacionadas a caracterisiticas de interesse e a
bioinformética sdo temas cada vez mais comuns e atuais no melhoramento genético da
videira, especialmente a partir do seqiienciamento do genoma da espécie (Jaillon et al., 2007).
O objetivo maior é permitir a identificacdo precoce de gendtipos de interesse do programa de
melhoramento, reduzindo o tempo e os recursos financeiros e humanos dispendidos no

desenvolvimento de novas cultivares desta espécie perene.

1.13. Mapeamento genético

Um mapa genético constitui-se no ordenamento e estabelecimento da distancia entre
marcadores genéticos ao longo dos cromossomos de uma espécie. A construcdo de mapas
merece destaque especial durante o mapeamento e analise de genes associados a uma

determinada caracteristica de importancia econdmica. Embora ndo proporcionem informacgéo
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em nivel molecular dos genes, os mapas destacam-se por auxiliar na fundamentacdo de
estudos comparativos e de evolucdo, no entendimento dos processos biologicos e da
organizacdo dos cromossomos, e no apoio aos programas de melhoramento genético.

A construcdo de um mapa genético compreende quatro etapas: identificacdo de
marcadores genéticos; desenvolvimento de uma populacéo segregante; analise da heranca dos
marcadores genéticos na populacdo segregante e estabelecimento da ordem dos marcadores
genéticos e da distancia entre eles. Mapas genéticos construidos a partir de marcadores
moleculares permitem identificar, medir e mapear a magnitude do efeito dos principais genes
envolvidos no controle de caracteristicas monogénicas ou quantitativas (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Mapas genetico detalhados com base em marcadores moleculares vém
sendo desenvolvidos em um grande nimero de espécies vegetais e estdo sendo utilizados em
estudos de organizacdo e evolucdo do genoma, bem como na identificacdo de genes
associados ao controle de caracteristicas de interesse econdémico.

Diversos mapas genéeticos baseados em diferentes marcadores moleculares
(isoenzimas, RAPDs, AFLPs e SSRs) foram construidos para a videira (Lodhi et al., 1995;
Dalbo et al., 2000; Doligez et al., 2002; Grando et al., 2003; Adam-Blondon et al., 2004;
Fischer et al., 2004; Riaz et al., 2004; Fanizza et al., 2005; Doligez et al., 2006; Troggio et
al., 2007; Costantini et al., 2007; Marguerit et al., 2009; Moreira et al., 2011). O primeiro
mapa genético de referéncia baseado apenas em marcadores moleculares co-dominantes
microssatélites foi desenvolvido por Riaz et al., (2004). As principais caracteristica mapeadas
foram: resisténcia ao agente do mildio (P. viticola), resisténcia ao oidio (Uncinula necator) e

apirenia. Também foram mapeados QTLs para fenologia, tamanho de baga e maturacao.
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1.14. Estratégia de mapeamento genético utilizando pseudo-cruzamento teste

O mapeamento genético da videira possui peculiaridades quando comparado as
culturas agricolas anuais. A videira possui um longo ciclo de vida e alta depressdo por
endogamia, 0 que dificulta a obtencdo de linhagens homozigotas, e, portanto o0 emprego de
delineamentos classicos de mapeamento, tais como populacdes F2, retrocruzamentos e
linhagens puras recombinantes (RILs). Na maioria das espécies vegetais, 0s mapas de ligacdo
sdo obtidos a partir de populacbes segregantes derivados de cruzamentos entre linhas puras
homozigotas. No caso de culturas altamente heterozigotas como videira, uma populacdo F1
pode ser utilizada e 0 mapa genético € construido atraves da estratégia de pseudo-cruzamento
teste.

A estratégia de pseudo-cruzamento teste é utilizada para espécies preferencialmente
alégamas, quando podem ser utilizados cruzamentos entre plantas altamente heterozigotas,
como substituto a um cruzamento teste. A progénie resultante, irméos inteiros, é equivalente a
progénie de um cruzamento teste para cada um dos locos que forem heterozigotos em um pai
e homozigoto em outro (AaBb x aabb). Nesse caso, a progénie vai segregar na proporcao 1:1
para tais locos. O termo pseudo-cruzamento teste deriva do fato de que a confirmacdo é
inferida a posteriori, tanto no genotipo parental quanto na progénie segregante, enquanto, no
cruzamento teste, a configuracdo do testador é conhecida a priori (Grattapaglia & Sederoff,
1994). Na realidade, um dos genitores funciona como testador, por pura chance de apresentar
homozigose no loco sob analise. E possivel estabelecer duas analises de segregacdo, uma para
cada genitor, o que leva a geracdo de dois mapas, 0S quais posteriormente podem ser
integrados (Figura 4). Para esta estratégia, os marcadores microssatélites co-dominantes

possuem uma grande vantagem, sdo altamente informativos, ou seja, ocorre a expressao de
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ambos os alelos em um individuo heterozigoto. Essa estratégia pode ser empregada tanto em

plantas perenes como em plantas anuais, com grandes vantagens.

Pseudo-Cruzamento Teste

Pseudo
Populagdo F1 Cruzamento
—» Irmaos completos Teste
(AaBbx aabb)

l

Cruzamento de
2 plantas alégamas
heterozigotas
(Aax Bb)

h 4

- Mapa da mae
Genotipagem Anadlise de segregacao, Mapa
A i Ligagdo e Frequéncia integrado
de Recombinagdo Mapa do pai

Figura 4. Esquema mostrando Estratégia de Pseudo-cruzamento teste.

1.15. Mapeamento de QTL (Quantitative Trait Loci)

A variabilidade alélica é a base do melhoramento genético de plantas. A combinacéo
adequada de alelos nos locos que controlam caracteristicas de interesse econémico € o
principal objetivo da selecdo artificial promovida pelos programas de melhoramento. A
localizacdo de genes e regides gendmicas que controlam caracteristicas de interesse
econémico, sejam elas qualitativas ou quantitativas, tem sido feita eficientemente através do
emprego de marcadores moleculares organizados em mapas de ligacdo (Ferreira &
Grattapaglia, 2006).

As caracteristicas de interesse econdmico em plantas, geralmente sdo determinadas
por varios genes distribuidos por todo o genoma, possuem forte interacdo com o ambiente e
sdo chamadas de caracteristicas quantitativas. Os locos génicos associados com o seu controle

sdo conhecidos como QTL (Quantitative Trait Loci) ou locos de caracteristica quantitativa
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(Tanksley et al., 1989). Geralmente sdo identificados por estratégias de mapeamento genético
utilizando marcadores moleculares que detectam diferenca significativa entre fendtipos.

Uma estratégia eficiente para compreender a genética de resisténcia a doengas é o
mapeamento das regides do genoma responsaveis pelo seu controle, utilizando marcadores
moleculares para selecdo indireta de fenotipos (Ferreira, 2003). Os mapas genéticos permitem
a localizagdo de genes e regides gendmicas envolvidas no controle das caracteristicas
quantitativas (QTL), ou seja, 0 QTL é uma relagdo estatistica entre regides genémicas e 0s
dados fenotipicos de individuos de um cruzamento.

Muitos QTLs tém sido identificados e podem ser enquadrados em dois grupos de
genes, os de maior efeito no fenotipo, que explicam um alto percentual da variagdo fenotipica,
e 0s que controlam caracteristicas de menor efeito no fenotipo, e que representam a maioria
dos QTLs identificados. Informacdes de mapa tém sido usadas para desenvolver sistemas de
selecdo indireta para fendtipos de grande dificuldade de analise (Ferreira, 2003),
possibilitando a selecdo assistida por marcadores fortemente ligados a caracteristica de
interesse. A eficiéncia da identificacdo e isolamento de genes de caracteristicas quantitativas
via mapeamento genético depende, entre outros fatores, da herdabilidade da caracteristica, da
disponibilidade de marcadores moleculares distribuidos ao longo do genoma, da analise de
um grande namero de individuos segregantes e de ensaios experimentais que possibilitem a
correta mensuracdo do fenotipo (Risch, 2000).

Uma das principais aplicacdes dos mapas de ligacdo em videira € 0 mapeamento de
QTLs que controlam a expressdo de caracteristicas quantitativas, visando o desenvolvimento
de novas cultivares que incorporem os alelos de QTLs de importancia agrondmica. O foco
principal dos estudos de identificacdo de QTLs em videira sdo resisténcia a doengas como
mildio causado por P. viticola e oidio por Uncinula necator (Fischer et al., 2004; Akkurt et

al., 2007; Welter et al., 2007; Figueiredo et al., 2008; Riaz et al., 2011), além de aspectos de
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qualidade da uva como apirenia (Cabezas et al., 2006; Mejia et al., 2007; Costantini et al.,

2008; Mejia et al., 2011).

1.16. Mapeamento de QTL de resisténcia ao mildio

O mapeamento genético permite localizar regibes gendmicas especificas que
flanqueiam os locos de caracteristicas quantitativas, possibilitando o uso de marcadores
associados a caracteristica para selecdo assistida ou isolamento e estudo detalhado dos genes
envolvidos no controle da caracteristica.

Mapeamento genético de QTLs de grande efeito para resisténcia ao mildio foi
desenvolvido para diferentes fontes de resisténcias: Muscadinia rotundifolia, nos grupos de
ligacdo (GL) 12 e 18 (Merdinoglu et al., 2003; Wiedemann-Merdinoglu et al., 2006); espécies
silvestres norte-americanas, no GL 18 (Welter et al., 2007; Bellin et al., 2009); Vitis riparia,
GL 7,9 e 12 (Marguerit et al., 2009; Moreira et al., 2011) e Vitis amurensis, GL 9 e 14 (Blasi
et al., 2011; Schwander et al., 2011; Venuti et al., 2013). Marcadores associados com alguma
resisténcia ao mildio tem sido identificados para facilitar a introgressao adicional de genes de

resisténcia pelos programas de melhoramento.

Os objetivos deste estudo foram:

a) Sequenciar o genoma de isolado de Plasmopara viticola através de metodologia NGS
(Next Generation Sequencing);

b) Desenvolver e validar novos marcadores microssatélites especificos para a analise

genética de Plasmopara viticola;
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d)

Coletar e estudar a diversidade genética e estrutura de populagdes de Plasmopara viticola

nas principais regides produtoras de uva do Brasil;

Construir mapas genéticos de videira baseados em marcadores microssatélites na

populagédo F1 do cruzamento CNPUV 733-34 x CNPUV 1103-88;

Mapear QTLs (Locos de Caracteristicas Quantitativas) de resisténcia ao mildio

(Plasmopara viticola) na populagédo F1 CNPUV 733-34 x CNPUV 1103-88;
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CAPITULO 1: Desenvolvimento e validacdo de marcadores microssatélites
para analise da diversidade genética e estrutura de populacdes de

Plasmopara viticola no Brasil

RESUMO

O mildio da videira, causado por Plasmopara viticola, € uma das principais doengas da
cultura da uva no Brasil. Apesar da sua importancia econémica, pouco se sabe sobre a
variabilidade e a composicéo das populacdes do patdgeno no pais. O presente estudo teve por
objetivo estudar a diversidade genética e a estrutura populacional de isolados de Plasmopara
viticola que infectam vinhedos em diferentes regides brasileiras. Para isto, novos marcadores
microssatelites de P. viticola foram desenvolvidos através de sequenciamento NGS (Next
Generation Sequencing) seguido de montagem parcial de novo do genoma do fungo. Um total
de 146.822 locos microssatélites di-nucleotideos com motivos perfeitos foram detectados em
93.134 contigs, representando 84.482.175 pb do genoma de P. viticola. Um conjunto de 34
sequéncias microssatélites de dinucleotideos (motivos AT e AC) foi selecionado para o
desenvolvimento de marcadores SSR (Simple Sequence Repeat) para estudos genéticos de P.
viticola. Outros 10 marcadores microssatélites comumente utilizados na genotipagem de
isolados de mildio foram usados como controle na avaliacdo da performance dos novos
marcadores. Vinte e dois novos marcadores apresentaram grande robustez analitica, qualidade
de analise e conteudo informativo de polimorfismo (PIC) variando de 0,15 a 0,71. Testes dos
novos marcadores juntamente com os controles possibilitaram a selecdo de uma bateria mista

de 15 marcadores que foram usados para genotipar 92 isolados de P. viticola coletados em
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regibes produtoras de uva no Brasil. A amostra de 92 isolados apresentou estruturacdo, tendo
sido dividida em trés subpopulag¢des, denominadas PvG1(F«=0,56), PvG2 (F«=0,25) e PvG3
(Fs=0,24). Foi observado um grande efeito no uso de pequenas baterias de marcadores
moleculares na anélise genética de popula¢cdes do patdgeno, afetando a interpretacdo dos
resultados de substruturagdo populacional. A diferenciacdo detectada por marcadores
moleculares é maior em alguns locos do que em outros. A classificacdo geogréfica dos
isolados apresenta associacdo com a classificacdo subpopulacional do patégeno. Os isolados
oriundos dos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais apresentam maior diversidade de
subpopulagdes do que isolados de outras regifes tradicionais no cultivo de uva no Brasil,
como o Rio Grande do Sul. H& evidéncia de que a classificacdo de subpopulacdes do
patdgeno esteja também associada com a especie de videira (Vitis labrusca e V. vinifera) de
onde os isolados foram obtidos. O emprego de ferramentas moleculares como
sequenciamento NGS e marcadores moleculares contribui para uma melhor compreenséo das
variaveis que afetam as populacGes de P. viticola. Este conhecimento tem implicacdes diretas

no desenvolvimento de estratégias de melhoramento genético para resisténcia ao mildio.

Palavras-chave: diversidade genética, marcadores microssatélites, montagem de novo do

genoma, sequenciamento NGS, subestruturacéo populacional
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ABSTRACT

Downy mildew, caused by Plasmopara viticola, is one of the most important diseases of
grape in Brazil. Despite its economic importance, little is known about the variability and
genetic make up of pathogen populations in the country. This study had the objective to study
the genetic diversity and the population structure of Plasmopara viticola isolates which are
infecting grape fields in different regions of Brazil. New P. viticola microsatellite markers
were developed by NGS (Next Generation Sequencing) followed by partial de novo assembly
of the fungus genome. A total of 146,822 di-nucleotide microsatellite loci with perfect motifs
was detected in 93,134 contigs, which covered 84.482.175 bp of the P. viticola genome. A
group of 34 di-nucleotide microsatellite sequences (motifs AT and AC) was selected to
develop SSR (Simple Sequence Repeat) markers to use in genetic studies of P. viticola.
Another group of 10 microsatellite markers, widely applied in P. viticola genotyping was
used as control during the evaluation of the new markers. Twenty-two new markers showed
high analytical reliability, quality and PIC (Polymorphic Information Content), which varied
from 0.15 to 0.71. A mixed battery of new and control microsatellites was used to genotype
92 P. viticola isolates, collected in grape producing regions of Brasil. A sample of 92 isolates
showed a significant population structure, with isolates clustering into three subpopulations,
called PvG1 (F4=0,56), PvG2 (F«=0,25) e PvG3 (Fs=0,24). The effect of small batteries of
molecular markers used to evaluate the genetic structure of the pathogen populations was
tested and found to affect the interpretation of the results. Genetic differentiation detected by
molecular markers is higher in some loci than in others. The geographic classification of the
isolates is associated with the genetic groups detected in the pathogen sample. Isolates

collected in Sd Paulo and Minas Gerais show greater diversity of genetic groups
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(subpopulations) than isolates from other traditional grape growing regions of Brazil, such as
Rio Grande do Sul. There is also evidence that the classification of the pathogen isolates in
groups is associated with the grape species (V. labrusca and V. vinifera) from which the
isolates have been obtained. The use of molecular tools, such as NGS and molecular markers,
contribute for a better understanding of variables affecting the populations of P. viticola. This
knowledge is directly related to the development of breeding strategies for downy mildew

resistance in grapevine.

Keywords: de novo genome assembly, genetic diversity, microsatellite markers, next

generation sequencing, population structure
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1.1 INTRODUCAO

A videira (Vitis vinifera L.) destaca-se entre as mais importantes espécies frutiferas
cultivadas mundialmente, desempenhando um papel importante no setor agricola de muitos
paises, incluindo o Brasil. Entre as diversas doencas que ameacam a qualidade e a
produtividade da cultura destaca-se o midio, causado pelo oomyceto Plasmopara viticola
(Berk & Curtis.) Berl. & de Toni (Cséfalvay et al., 2009; Moreira et al., 2011; Schwander et
al., 2011). Trata-se de uma doenca de dificil controle, especialmente quando a infeccdo ocorre
durante a floracdo da planta, afetando a qualidade do fruto e comprometendo a produtividade,
principalmente em cultivares da espécie V. vinifera. O mildio ocorre na maioria das regides
produtoras de uva do Brasil, com epidemias severas no periodo chuvoso.

Plasmopara viticola é um patdgeno biotrofico obrigatorio, diploide e heterotalico
(Wong et al. 2001). O fungo apresenta duas formas de reproducéo, sexuada e assexuada. Os
oosporos do fungo podem iniciar infecgdes primarias ap0s germinar e movimentar na
superficie foliar umida de cultivares suscetiveis de videira, penetrando os estdmatos atraves
do tubo germinativo e colonizando os espacos intercelulares do mesofilo (Kortekamp et al.,
1998; Kiefer et al., 2002). Apdés o periodo de incubacdo observa-se a producdo de
esporangioforos e esporangios que esporulam em condicdes de alta umidade. Os 06sporos sdo
fontes de indculo para infecgGes primarias em vinhedos e a sua dindmica de germinacéo
depende de fatores climaticos e enddgenos (Vercesi et al., 2010). O periodo de laténcia pode
levar de 5 a 18 dias, dependendo da temperatura, umidade relativa do ar e da suscetibilidade
da cultivar (Agrios, 2005), podendo ocorrer varios ciclos secundarios em um mesmo ciclo de
cultivo.

Plasmopara viticola foi primeiramente descrito em espécies silvestres de Vitis da

América do Norte em 1834 (Agrios, 2005). No Brasil, o patégeno foi encontrado pela
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primeira vez em 1891, no Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) (Inglez de Sousa, 1996),
ap6s a introdugdo de videiras americanas no estado de Sdo Paulo. A introducdo e,
potencialmente, reintrodugdes em outras épocas, podem influenciar a composicao genética, a
diversidade populacional e estrutura de popula¢des do patégeno na regido considerada.

O conhecimento da quantidade e distribuicdo da variacdo genética dentro e entre
populacbes é um componente importante na compreensdo da biologia populacional de uma
espécie. E importante estudar a composicdo das populaces do patégeno para compreender a
dindmica das populagdes e o seu efeito de longo prazo no aparecimento de epidemias da
doenca. Apesar da importancia econémica do mildio, nenhum estudo sobre a diversidade e a
estrutura genética populacional do patogeno foi até 0 momento realizado no Brasil. Pouco se
sabe sobre a diversidade genética do patdgeno, sobre a existéncia de estruturacdo nas
populacdes que causam epidemias, ou sobre similaridades e diferencas geneticas entre
isolados do fungo coletados em regides produtoras do sul do Brasil em relacdo a outras
importantes areas de producdo do Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste. Deve-se destacar que a
cadeia produtiva da uva movimenta um mercado de 1.455.809 toneladas de uva no Brasil
(Mello, 2013a), pais que ocupa a 112 posicdo entre 0s maiores produtores de uva do planeta
(Mello, 2013b). O mildio representa uma ameaca constante a produtividade e ao crescimento
deste importante setor da agricultura brasileira.

A estratégia atualmente em uso para o controle do mildio baseia-se no emprego de
fungicidas em diferentes épocas de cultivo, visando obter frutos com boa qualidade. Contudo,
o tratamento quimico intenso ndo sé acrescenta altos custos para a producdo da uva, mas
também causa problemas ambientais que sdo incompativeis com as exigéncias modernas de
uma agricultura sustentavel. O emprego de resisténcia genética nos plantios de videira €
altamente desejavel para controlar a doenca, diminuir o custo de producéo e reduzir o impacto

ambiental da producgdo agricola. O desenvolvimento de variedades de videira resistentes ao
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mildio necessita de informac6es sobre o fendtipo da interacdo entre isolados do patégeno e
acessos que compdem o Banco de Germoplasma da cultura, o controle genético da
resisténcia, assim como da diversidade genética e estruturacéo das populacdes do patégeno.

Estudos sobre a diversidade genética e estrutura de populacdes de P. viticola baseados
em polimorfismo de DNA detectado com o uso de marcadores microssatélites foram
realizados nos dltimos anos em diferentes partes do mundo (Gobbin et al., 2003a, 2003b,
2005, 2006; Rumbou & Gessler, 2004, 2006, 2007; Delmotte et al., 2006; Scherer & Gisi,
2006; Koopman et al., 2007; Matasci et al., 2010; Rouxel et al., 2012; Fontaine et al., 2013).
Tais estudos sdo baseados na analise de polimorfismo de painéis de marcadores SSR (Single
Sequence Repeats) desenvolvidos por Gobbin et al. (2003a), Delmotte et al. (2006), Matasci
et al. (2010) e Rouxel et al. (2012). Como a videira € uma espécie perene e 0 seu cultivo é
clonal, os dados coletados pelos estudos de populacdes do patdgeno causando epidemias nos
vinhedos oferecem uma excelente oportunidade de melhor compreensdo da dinamica da
interacdo entre populacbes do mildio e variedade(s) do hospedeiro ao longo dos anos. Numa
espécie perene como a videira, a composicdo da populacdo do patdgeno pode ser analisada
sem a interferéncia de rotacao ou substituicao varietal, o que é comum em espécies anuais.

Os resultados de estudos de diversidade e genética de populacdes de P. viticola
infectando vinhedos em diferentes partes do mundo tém indicado que: (a) isolados de
infeccdes primarias de P. viticola, coletados de um mesmo vinhedo, em geral apresentam
maior diversidade genética do que os isolados de infeccbes secundarias, obtidos
posteriormente no mesmo vinhedo (Stark-Urnau et al., 2000; Gobbin et al., 2003a); (b)
isolados coletados de um mesmo vinhedo possuem baixa diversidade genética, geralmente
com um ou poucos genotipos predominantes (Gobbin et al., 2003b), especialmente se forem
oriundos de infeccBes secundarias (Stark-Urnau et al., 2000); (c) baixa variabilidade genética

em populacbes coletadas de infeccBes secundarias em centenas de vinhedos da Europa e
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Estados Unidos, 100 de vinhedos europeus e 50 de vinhedos americanos (Delmotte et al.,
2006); 48 de vinhedos europeus e 48 de vinhedos americanos (Rouxel et al., 2012); (d) alta
variabilidade genética entre os isolados coletados de infeccBes priméarias de mildio em
diferentes vinhedos europeus (Stark-Urnau et al., 2000; Gobbin et al., 2003a, 2003Db).

Com relagdo ao efeito de subestruturacao de popula¢des do patdgeno, os estudos de P.
viticola indicam estruturacdo populacional por isolamento genético e possivel efeito fundador,
como observado em vinhedos estabelecidos em ilhas gregas (Rumbou & Gessler, 2006). Da
mesma forma, um estudo recente com 1.146 amostras populacionais de P. viticola, coletadas
de infecgdes secundarias em vinhedos distribuidos na Europa (Fontaine et al., 2013),
constatou baixa diversidade genética das populagdes, com estruturacdo em apenas dois grupos
(subpopulacdes), geograficamente e geneticamente distintos, um correspondente a isolados de
vinhedos da Europa Ocidental e outro de vinhedos do Leste da Europa.

Tais observacOes conduzem a perguntas importantes sobre o comportamento do fungo
P. viticola nas condicdes de plantio de videira no Brasil. E premente verificar, por exemplo,
se algumas das conclusbGes obtidas nos estudos citados acima, como baixa diversidade
genética (Delmotte et al., 2006; Fontaine et al., 2013) e baixa estruturacdo populacional
(Fontaine et al., 2013), ou noutra vertente, alta diversidade genética e extensa estruturacéo
populacional (Rumbou & Gessler, 2007) aplicam-se a distribuicdo da diversidade e potencial
estruturacdo de populacdes de mildio no Brasil. E também importante compreender qual é o
efeito do uso de uma bateria pequena de marcadores microssatélites (< 4 locos) em estudos
populacionais, conforme vem sendo aplicado em diversos estudos de P. viticola (Gobbin et
al., 2003a, 2003b, 2005, 2006; Rumbou & Gessler, 2004, 2007; Delmotte et al., 2006;
Scherer & Gisi, 2006; Koopman et al., 2007; Matasci et al., 2010). Nas epidemias de mildio
do Brasil, é importante verificar ainda se ha correlacdo entre eventual subestruturacéo

populacional e distribuicdo geografica dos plantios de videira. Ndo ha informacédo, até o
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momento, sobre a variabilidade genética e sobre a estrutura das popula¢fes do patdégeno nas
principais regides produtoras de uva do Brasil.

Desta forma, os objetivos do presente trabalho foram: a) desenvolver uma nova bateria
de marcadores microssatélites através de sequenciamento NGS (Next Generation Sequencing)
para analise de polimorfismo molecular em populagdes de P. viticola; b) comparar o emprego
dos novos marcadores microssatélites desenvolvidos no presente trabalho com alguns
marcadores usados em analise populacional de P. viticola em outras partes do mundo, visando
observar se ha algum efeito do emprego desses ultimos na analise de diversidade genética do
fungo; c) estudar a diversidade genética e a estrutura populacional de isolados de Plasmopara

viticola que infectam vinhedos em diferentes regides do Brasil.
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1.2 MATERIAL E METODOS

Neste estudo, as atividades de fenotipagem e genotipagem fora realizadas
simultaneamente, objetivando agilizar os estudos de diversidade genétia de isolados de

Plasmopara viticola infectando videiras no Brasil. A Figura 1.1 mostra o fluxograma das

principais atividades realizadas.

Coleta e manutengdo de Isolados de P. viticola Desenvolvimento de
Principais regibes produtoras Marcadores SSR para
(RS, PR, SC, SP, GO, MG, MT, ES, RJ e DF) Plasmopara viticola

' |

GENOTIPAGEM

A 4

Obtengdo de populagdo
homogénea
(isolados quase-monosporicos)
i Selecdo de
Isolados

Teste de viruléncia (Diversas regiGes)
Inoculagdo artificial
nos genitores
(Folha destacada)

A 4

Avaliagao da Diversidade Genética
. [
(marcadores SSR para P, viticola)

Validagao de
Marcadores Avaliagao da similaridade genética e |
Microssatélites | Estrutura de Populagdes

para P. viticola
Interpretagao do padrao de ]

dispersdo/movimentagio no Brasil

Figura 1.1. Fluxograma de atividades desenvolvidas com objetivo de estudar a diversidade
genética e a estrutura populacional de isolados de Plasmopara viticola que infectam vinhedos

em diferentes regides do Brasil.

70



1.2.1 Extracédo de DNA gendmico de Plasmopara viticola para sequenciamento NGS

(Next Generation Sequencing)

O isolado SP_JAL, obtido em vinhedo do municipio de Jales-SP, foi utilizado para
extracdo do DNA usado no sequenciamento NGS. Para obter uma grande quantidade de DNA
gendmico deste isolado, foram necessarias varias lesdes esporulativas de P. viticola. Para isto,
esporangios de uma Unica lesdo foram multiplicados em folhas da variedade Cabernet
Sauvignon e congelados a -20°C.

Para a extragdo do DNA gendmico, esporangios/esporangioforos foram retirados de
uma les&o foliar para um cadinho de porcelana com o auxilio de um pincel macio molhado em
agua destilada e, em seguida, transferidos para microtubos para centrifugacdo e maceragao em
nitrogénio liquido (Gobbin et al., 2003b). O pé resultante da maceracdo foi distribuido em
tubo de 15 ml, ao qual foi acrescentado 4 ml de tampdo CTAB 2X (2% acetyldimethyl
tiethylammonium bromide - CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH=8,0,
1% polyvinylpyrrolidone, 0,2% 2-mercaptoethanol). A solu¢do foi incumbada em banho-
maria por 40 minutos a 65°C, para a solubilizacdo e homogeneizacdo da suspensdo, com
agitacdo a cada 10 min. Cerca de 800 ul da suspensdo foram entdo transferidos para
microtubo de 2 ml na temperatura ambiente, ao qual adicionou-se 600 pL de cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1). A amostra foi agitada para homogeneizacéao e centrifugada a 10.000
rpm por 15 minutos. Cerca de 500 ul do sobrenadante foram, em seguida, transferidos para
tubo de 1,5 ml, ao qual adicionou-se 350 ul de alcool isopropanol (4° C). A solucéo foi entdo
incumbada a -20°C por 6 horas para precipitacdo dos acidos nucleicos. Apos centrifugacdo a
8.000 rpm durante 10 minutos, foi obtido o precipitado (“pellet”), que foi lavado trés vezes
com 800 puL de etanol 70%. O DNA precipitado foi ressuspendido com 100 ul de Tris/EDTA

(TE) pH 8,0, com Ribonuclease A (RNAseA) e incubado a temperatura de 37°C por 30
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minutos para agdo da enzima. A qualidade do DNA foi avaliada em eletroforese de gel de
agarose a 1% contendo brometo de etidio (0,15 g/mL). A quantificacdo do DNA gendmico de
P. viticola foi realizada em equipamento Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo

Scientific, USA) e ajustada para 800 ng/pl.

1.2.2 Sequenciamento NGS e montagem do genoma de Plasmopara viticola

O é&cido desoxiribonucléico foi preparado para sequenciamento através da construcao

de uma biblioteca genémica de fragmentos de DNA de P. viticola, desenvolvida de acordo

com as instrucdes do fornecedor Ilumina (www.illumina.com). Os fragmentos foram obtidos

por nebulizacdo do DNA e as extremidades 3~ dos fragmentos foram ligadas com bases
nitrogenadas de adenina. Adaptadores de fragmentos de DNA com uma Unica base T na
extremidade 3~ foram ligadas aos fragmentos com extremidades adenina. Os produtos de
ligacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% e os fragmentos de ~200 pb
foram purificados do gel. Os fragmentos foram entdo amplificados pela técnica de geracdo de
agrupamentos de DNA por pontes de PCR (“bridge PCR cluster generation ), que permite o
sequenciamento paralelo em massa por sintese. O sequenciamento NGS utilizou um Unico
canal da célula de fluxo do sequenciador Illumina GAIl, no Centro de Genbmica,
Universidade Catolica de Brasilia - UCB.

As sequéncias de leitura (reads) resultantes do sequenciamento foram analisadas no
Laboratorio de Genética da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, onde as analises
foram realizadas. As rotinas de montagem das sequéncias de leitura foram desenvolvidas com
uso do software CLC Genomics Workbench (CLC Bio, Aarhus, Denmark). Primeiramente, 0s

dados de sequenciamento do genoma de P. viticola foram separados de eventuais
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contaminacdes com DNA de videira que eventualmente podem ter acontecido durante o
processo de extracdo de DNA. Para isto, uma montagem dos dados brutos NGS foi iniciada
tendo como modelo a sequéncia de referéncia de Vitis vinifera (Jaillon et al., 2007), com
vistas a remocao total das sequéncias de leitura do DNA de Vitis que foram sequenciadas
juntamente com o DNA do mildio. Em seguida, as sequéncias de leitura de P. viticola foram
usadas para a montagem de novo do genoma do fungo, utilizando a estringéncia padrdo dos
parametros Fracdo de Comprimento (Length Fraction; LF= 0,50) e Similaridade de
Sequéncia (Sequence Similarity; SIM= 0,80), conforme recomendado pelo software CLC
Genomics Workbench. O parametro comprimento minimo do contig foi ajustado para 200 pb.
Os contigs resultantes desta analise resultaram em um banco de dados de sequéncias de P.
viticola com comprimento suficiente para analise genémica, com alta acuracia de montagem,
variando de centenas a milhares de pares de bases. Este banco de dados representa uma
montagem parcial (de novo) do genoma de P. viticola, passivel de analise para a descoberta e

desenvolvimento de marcadores moleculares.

1.2.3 Criterios para selecdo dos locos microssatélites de Plasmopara viticola

O banco de contigs resutante da montagem de novo do genoma de P. viticola foi
utilizado para a deteccdo de sequéncias micorssatélites ao longo do genoma do fungo
utilizando o software Phobos (Mayer, 2006). Foram pesquisados no genoma de mildio apenas
locos microssatélites que atenderam aos seguintes quesitos: (a) sequéncia repetitiva de di-
nucleotideo; (b) repeticbes em tandem perfeitas (inteiras; auséncia de motivos complexos); (c)
cobertura gendmica minima de 100x na regido do microssatélite; (d) nimero minimo de 9

repeticdes do motivo; (e) potencial de desenvolvimento de iniciadores de PCR (primers) em
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janela inferior a 250 pb na regido do microssatélite. Isto permitiu um levantamento preliminar
dos tipos mais frequentes de motivos di, tri e tetranucleotideos repetidos no genoma de P.
viticola e 0 nimero de motivos de repeticdo para os locos detectados. Um novo banco de
dados de microssatélites, com motivos de dinucleotideos com repeticdo perfeita, foi entdo
construido.

A identificacdo dos locos microssatélites pela estratégia descrita acima possibilitou a
selecdo de milhares de locos SSR no genoma de P. viticola. Uma bateria de 34 locos
microssatélites foi selecionada, desenvolvida e analisada para validacdo e uso em rotina na
analise genética de isolados de P. viticola pelo presente estudo. Para isto, foram desenhados
pares de primers (iniciadores de PCR) flanqueando as sequéncias microssatelites selecionadas
utilizando o software CLC Primer Designer. Os pares de primers foram entdo sintetizados e
0s iniciadores ‘‘forward’’ de cada loco microssatélite foram marcados com fluorocromos

(NED, HEX e FAM) para avaliagéo de polimorfismo em sequenciador automatico de DNA.

1.2.4 Coleta e extracdo de DNA de isolados de Plasmopara viticola de diferentes regifes

do Brasil

Durante os anos de 2011, 2012 e 2013, folhas com sintomas de mildio foram coletadas
em diversos vinhedos distribuidos em regifes produtoras de uva do Brasil. Ao todo, 92
isolados de Plasmopara viticola foram coletadas em 23 municipios de nove estados
brasileiros (Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso, Parana, Rio de Janeiro, Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo) e no Distrito Federal, totalizando 41 vinhedos

amostrados que apresentavam infecgdo com mildio (Tabela 1.1).
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Os isolados foram coletados em diferentes variedades de uvas pertencentes, em sua
maioria, a duas espécies de videira (Vitis vinifera e Vitis labrusca), em ambientes
caracterizados por condigdes climaticas diversas (Tabela 1.1). Um isolado de Vitis bourquina
também foi coletado para andlise. Aparentemente, todos os isolados foram obtidos de
infecgBes secundarias, visto que os vinhedos foram estabelecidos hd varios anos nas
diferentes localidades. Apds a coleta de folhas com lesdes, as folhas foram congeladas a -
20°C até o uso.

Para a extracdo de DNA foram utilizadas lesdes foliares com “manchas de 6leo” bem
delimitadas, de aproximadamente 1,0 cm? contendo esporulacdo do patégeno. O DNA
gendmico total (planta/Plasmopara) foi extraido das folhas seguindo o protocolo descrito por
Gobbin et al. (2003b), descrito no item 1.2.1. Apds a extragdo, o precipitado foi
ressuspendido em 70 ul de TrissEDTA (TE) pH 8,0 com Ribonuclease A (RNAseA) e
incubado a temperatura de 37°C por 30 minutos para acdo da enzima. O DNA total
(planta/Plasmopara) foi quantificado em Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo

Scientific, USA) e ajustado para a concentragdo de 15 ng/ul.

75



Tabela 1.1. Identificacdo e origem de 92 isolados de Plasmopara viticola coletados em diferentes acessos de Vitis spp., em regides produtoras de
uva de diferentes Unidades da Federagao.

n? Codigo Isolado Acesso de Videira Espécie Propriedade Municipio U.F.
1 Pv81l DF_LOIL Niagara rosada V. labrusca Carlos C. Silva Lago Oeste DF
2 Pv82b DF_LO2L Isabel V. labrusca Benedito P. Auler Lago Oeste DF
3 Pv23 DF PL1 BRS Clara V. vinifera Uva Zimmermann Planaltina DF
4 Pv24 DF_PL2L Niagara rosada V. labrusca Uva Zimmermann Planaltina DF
5 Pv42 ES ST1 BRS Clara V. vinifera Sitio Nosso Lar Santa Tereza ES
6 Pv42 ES _STi1b BRS Clara V. vinifera Sitio Nosso Lar Santa Tereza ES
7 Pv43 ES _ST2L Niagara rosada V. labrusca Sitio Ferrari Santa Tereza ES
8 Pva4 ES ST3L Isabel precoce V. labrusca Sitio Tabocas Santa Tereza ES
9 Pv45 ES ST4L Niagara rosada V. labrusca Casa dos espumantes Santa Tereza ES
10 Pv60b GO_Co01 Sangiovese V. vinifera Dr. Marcelo Souza Cocalzinho GO
11  Pv6lb GO_C02 Barbera V. vinifera Dr. Marcelo Souza Cocalzinho GO
12 Pv62c GO_CO3 Syrah V. vinifera Dr. Marcelo Souza Cocalzinho GO
13  Pv63c GO_C0O4 Tempranillo V. vinifera Dr. Marcelo Souza Cocalzinho GO
14  Pv85 MG_SM1 Syrah V. vinifera Deflor - Defesa vegetal Santana dos Montes MG
15  Pv85b MG_SM1b Syrah V. vinifera Deflor - Defesa vegetal Santana dos Montes MG
16 PV86 MG_SB1 Syrah V. vinifera Fazenda Marengo Santa Bérbara MG
17 PV8T7a MG_CA1 Syrah V. vinifera EPAMIG Caldas MG
18 PV87b MG_CA1lb Syrah V. vinifera EPAMIG Caldas MG
19 PV88b MG_CA2 Syrah V. vinifera Vitacea Caldas MG
20 Pv83a MT_NMI1L Isabel precoce V. labrusca Melina ind. Nova Mutum MT
21 Pv83c MT_NM1cL Isabel precoce V. labrusca Melina ind. Nova Mutum MT
22 Pv22 PR_MA1 Italia V. vinifera Sr. Araripe Pereira Marialva PR
23 Pv22b PR_MA1b Italia V. vinifera Sr. Araripe Pereira Marialva PR
24 Pv21 PR_ROI1L Carmem V. labrusca Sitio Corol Rolandia PR
25 Pv21b PR_RO1bL Carmem V. labrusca Sitio Corol Rolandia PR
26 Pv84a RJ_PS1 Syrah V. vinifera Inconfidéncia Paraiba do Sul RJ
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27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

Pv3
Pv4
Pv5
Pv25
Pv31l
Pv32b
Pv33
Pv34
Pva7
Pv48
Pv66
Pv67
Pv68
Pv69
Pv70
Pv71l
Pv72b
Pv73b
Pv74b
Pv75b
Pv76b
Pv77
Pv78
Pv79
Pvl
Pv2
Pv35b
Pv36
Pv37
Pv38
Pv39

RS_BG1
RS_BG2
RS_BG3
RS_BG4N
RS_BG4
RS_BG5
RS_BG6L
RS_BG7
RS_BGS
RS_BG9
RS_BG12
RS_BG13
RS_BG14
RS_BG15
RS_BG16
RS_BG17
RS_BG18L
RS_BG19
RS_BG20
RS_BG21
RS_BG22
RS_BG23
RS_BG24
RS_BG25L
RS_CX1L
RS_CX2
RS_CX3
RS_CX4L
RS_CX5
RS_CX6L
RS_CX7

Merlot

Selecdo 921-98

C. sauvignon

Merlot

BRS Clara

BRS Linda

Isabel

BRS Morena

Pinot Noir

Cabernet sauvignon
Moscato Branco (3061)
Moscato Branco (3057)
Moscato Branco (3058)
Moscato Branco (3059)
BRS Clara

BRS Morena

Vénus

Red Globe

Italia rubi

Ribier

Italia

Benitaka

Italia melhorada
Niagara rosada

Niagara Rosada
Herbermont

Italia

Niagara rosada
Cabernet sauvignon
Isabel

Italia

< <<K<K<K<K<K<KLK<KKKKKKKKKKKKLKKKLKKLKLKKLKKLKLKKLKKLKKKK KL KL

. vinifera
. vinifera
. vinifera
. vinifera
. vinifera
. vinifera
. labrusca
. vinifera
. vinifera
. vinifera
. vinifera
. vinifera
. vinifera
. vinifera

vinifera

. vinifera
. labrusca
. vinifera
. vinifera

vinifera

. vinifera

vinifera

. vinifera

labrusca

. labrusca

. bourquina
. vinifera

. labrusca

. vinifera

. labrusca

. vinifera

Vinicola Miolo
Embrapa

Embrapa

Mario Fochezzato
CNPUV

CNPUV

CNPUV

CNPUV

Vinicola Miolo
Vinicola Miolo
Embrapa Uva e Vinho
Embrapa Uva e Vinho
Embrapa Uva e Vinho
Embrapa Uva e Vinho
Embrapa Uva e Vinho
Embrapa Uva e Vinho
Embrapa Uva e Vinho
Embrapa Uva e Vinho
Embrapa Uva e Vinho
Embrapa Uva e Vinho
Embrapa Uva e Vinho
Embrapa Uva e Vinho
Embrapa Uva e Vinho
Embrapa Uva e Vinho
Roni Castoldi

Roni Castoldi

José Zaurono

José Zaurono

José Picoli

Pavilhdo da festa da uva

Oscar Botton

Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Goncalves
Bento Gongalves
Bento Gongalves
Bento Gongalves
Bento Gongalves
Bento Gongalves
Bento Gongalves
Bento Gongalves
Caxias do Sul

Caxias do Sul

Caxias do Sul

Caxias do Sul

Caxias do Sul

Caxias do Sul

Caxias do Sul

RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
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58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88

Pv40
Pv46
Pv49
Pv28b
Pv29b
Pv6
Pv7
Pv8
Pv9
Pv10
Pvil
Pv26b
Pv27
Pv30
Pv50b
Pv51b
Pv52b
Pv57c
Pv58b
Pv59
Pv12
Pv13
Pv14
Pv14b
Pv15
Pv15b
Pv16
Pv53
Pv54
Pv55
Pv56b

RS_CX8L
RS_CX9
RS_CX10L
RS_ERIL
RS_ER2
RS_FC1
RS_FC2L
RS_FC3
RS_FC4
RS_FC5
RS_MB1
RS_SV1
RS_SV2L
RS_SV3L
SC_VI1
SC_VI2
SC_VI3
SP_IN1L
SP_IN2L
SP_IN3L
SP_JAL
SP_JA2
SP_JA3
SP_JA3b
SP_JA4L
SP_JA4bL
SP_JA5
SP_LO1L
SP_LO2L
SP_LO3
SP_LO4

Isabel

Italia

Isabella

Bordd
Benitaka
Merlot

Isabel

Moscato Branco
C. Sauvignon
Chardonay
Chardonay
Rubi

Isabel

Niagara rosada
Poloske
Cabernet sauvignon
Vermentino
Niagara rosada
Niagara rosada
Niagara rosada
Centenial
Benitaka
Morena
Morena

Clara

Clara

Linda

Niagara rosada
Isabel precoce
Syrah

BRS Clara

< <<K<K<K<K<K<KLK<KKKKKKKKKKKKLKKKLKKLKLKKLKKLKLKKLKKLKKKK KL KL

. labrusca
. vinifera
. labrusca
. labrusca
. vinifera
. vinifera
. labrusca
. vinifera
. vinifera
. vinifera
. vinifera
. vinifera
. labrusca
. labrusca

vinifera

. vinifera
. vinifera
. labrusca
. labrusca

labrusca

. vinifera

vinifera

. vinifera

vinifera

. labrusca
. labrusca
. vinifera
. labrusca
. labrusca
. vinifera
. vinifera

Casa de pedra
Tania Boff

Roni Castoldi
Olinto Batistela
Olinto Batistela
Roberto Molon
Roberto Molon
Arthur Molon
Arthur Molon
Vinicola Argenta
Vinicola Miolo
Antonio Zanandrea
Antonio Zanandrea
Antonio Zanandrea
Epagri

Epagri

Epagri

Sitio S8o José

José Valdomiro
Sitio Mariana
Corrego do Jatai

Venderiano H. Zanetone

Embrapa QD1
Embrapa QD1
Embrapa QD1
Embrapa QD1
Embrapa QD9
Sitio Santa Rita
Sitio Santa Rita
Sitio Santa Rita
Sitio Santa Rita

Caxias do Sul
Caxias do Sul
Caxias do Sul
Erechim
Erechim

Flores da Cunha
Flores da Cunha
Flores da Cunha
Flores da Cunha
Flores da Cunha
Monte Belo

Séo Valentim
Séo Valentim
Sao Valentim
Videira

Videira

Videira
Indaiatuba
Indaiatuba
Indaiatuba

Jales

Jales

Jales

Jales

Jales

Jales

Jales

Louveira
Louveira
Louveira
Louveira

RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
SC
SC
SC
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
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89
90
91
92

Pv17
Pv18
Pv19
Pv20

SP_PO1
SP_PO2
SP_TP1
SP_TP2L

Italia

Benitaka
Benitaka
Niagara rosada

V. vinifera
V. vinifera
V. vinifera
V. labrusca

Sr. Osvaldo
Sr. Jodo
Jodo Zambéo
Jodo Zambéo

Palmeira D'Oeste
Palmeira D'Oeste
Tupi Paulista
Tupi Paulista

SP
SP
SP
SP

U.F.= Unidade da Federacéo
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1.2.5 Validacdo de novos marcadores microssatélites desenvolvidos para analise genética

de populac6es de Plasmopara viticola

Trinta e quatro novos marcadores microssatélites foram desenvolvidos no presente
trabalho e selecionados para validagdo e analise genética de populacdes do patdgeno.
Sequéncias de iniciadores de PCR (primers) desenvolvidas para cada marcador foram
sintetizadas e utilizadas na avaliacdo do potencial emprego em rotina dos marcadores em
analise genética de P. viticola. Estes marcadores foram avaliados juntamente com outros dez
microssatelites de P. viticola usados na maioria dos estudos de genética de populacdo do
patdgeno (Gobbin et al., 2003a; Matasci et al., 2010; Delmotte et al., 2006) (Tabela 1.2). Os
10 marcadores, todos com motivos de dinucleotideos com repeticdo perfeita, foram usados
como controle comparativo dos novos marcadores desenvolvidos no presente estudo. Os
testes de validacdo dos novos marcadores foram realizados com a genotipagem de 92 isolados

de P. viticola (Tabela 1.1).

Tabela 1.2. Marcadores microssatélites de Plasmopara viticola utilizados como controle na
avaliacdo dos novos marcadores desenvolvidos no presente estudo.

Primer Sequéncias Diretas e Reversas dos Primers (5-3") Motivo  Fluorocromo Autor

ISA ATTAGCGGCATGGACGTT; GAGAAGTTCCGCCAAGTACA (TC)n HEX Gobbin et al., 2003
BER AATGCAATGGTCTTCATCTCG; CTCTGCGGTAAAAGCCTGTC (TC)n FAM Gobbin et al., 2003
ISANew  GGCATGGACGTTGACTCAC; GAGAAGTTCCGCCAAGTACA (TC)n NED Matasci et al., 2010
BERNew CAAGCAATGCAATGGTCTTC; GGCATCACTCTCTACCTGCTC (TC)n HEX Matasci et al., 2010
Pv7 TCTTCCGAAAAGGGACGTAA; GCGTCACTGCATCTACGAAA (TG), FAM Delmotte et al., 2006
Pv13 CGATGAAGTGGACCCTCATT; CCGGTAGTCAATTGCACCTT (TG)s NED Delmotte et al., 2006
Pv14 CAGAAACGCACAAGGTCTGA; AATTGCATACTGCAGCAACG (TG)s HEX Delmotte et al., 2006
Pv17 CAGAGTCGAACAAGTACATTG; CTTTGTCGCCTTCTAACAAC (TO)12 FAM Delmotte et al., 2006
Pv31 TCCCCATGCTGAAGAGTTTC; TTCTTTCTAAGGCCGTGTGG (CA)q NED Delmotte et al., 2006
Pv39 ACGCATGGCGAACACGTAAG; CAGACGGGAAGAAGTTGCTC (CA)s HEX Delmotte et al., 2006
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As reacOes de amplificacdo dos alelos nos locos microssatélites foram realizadas
empregando-se painéis multiplex, contendo dois ou trés pares de primers, utilizando as
sequintes condicOes de reacdo de polimerase em cadeia (PCR): 2 ul de solu¢do 15 ng/ul de
DNA gendmico de isolado de P. viticola; 0,2 uM de Taq DNA polimerase 1 U; 0,2 ul de
iniciador 5 uM (direto e reverso); 0,3 ul MgCly; 0,8 pul de BSA 2,5 mM; 1 pl de Tampao 10X
para Tag DNA polimerase (Life Technologies); 1,5 ul de dNTP 2,5 mM e 3,7 ul de H,O
padrédo Milli-Q, totalizando um volume final de 10 pl. As reagdes de polimerase em cadeia
foram realizadas em Termociclador Veriti™ (Applied Biosystems, USA) e as condigdes de
amplificacdo foram: desnaturacao inicial a 96°C por 5 minutos, para ativar a enzima, seguidos
de 35 ciclos envolvendo uma desnaturacdo a 96°C por 30 segundos, temperatura de
anelamento a 58°C por 30 segundos e extensdo pela Taq polimerase com incorporacdo dos
nucleotideos a 72°C por 50 segundos; apds os 35 ciclos, foi realizada uma extenséo final a
72°C por 10 minutos.

Os produtos de PCR foram preparados para genotipagem em sequenciador de DNA
utilizando-se 1,3 ul do produto PCR, 0,32 pl do padrédo de fragmentos de DNA de tamanho
conhecido marcado com fluorescéncia ROX (Brondani & Grattapaglia, 2001) e 20 pl de
formamida HiDi (Applied Biosystems, USA). Os produtos desnaturados foram injetados em
sequenciador automatico de DNA modelo ABI 3730 (Applied Biosystems, USA). Os
resultados da genotipagem foram analisados com o software GeneMapper® v4.1 (Applied
Biosystems, USA). Os dados de genotipagem dos 92 isolados de P. viticola mostrando os

alelos em pares de bases, estdo disponiveis no Anexo 1 — Tabela 1.
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1.2.6 Analises estatisticas dos dados dos marcadores microssatélites desenvolvidos

Os alelos em cada loco foram identificados pela analise dos produtos de PCR com
base nas informacdes de motivo do microssatélite. A andlise individual dos locos foi
inicialmente realizada de forma descritiva, observando a presenca/auséncia de amplificacdo
de produtos de PCR em cada loco. Em seguida, analises detalhadas de cada loco foram
realizadas, computando-se 0 nimero de alelos detectados em cada loco, a qualidade dos picos
nos eletroferogramas obtidos no sequenciador de DNA, a complexidade do padrdo de
eletroferograma de cada loco, a presenca de locos duplicados, bem como o intervalo de
tamanho de alelos em pares de base.

Para a obtencdo das estimativas de tamanho dos alelos em pares de base para
possibilitar comparacfes entre isolados de P. viticola, foi utilizado o programa Allelobin
(Idury & Cardon, 1997). O software utiliza a metodologia de quadrados minimos, com base
no motivo do microssatélite, para transformar os dados brutos de tamanho do alelo lidos nos
eletroferogramas em valores arredondados para a unidade. Desta forma, é possivel estabelecer
com acuracia os genotipos de cada isolado do patdgeno. Isto permite a minimizacao de erros
de genotipagem ao computar na andlise estatistica as pequenas alteracfes de tamanho de
alelos detectadas no processo de identificacdo dos genotipos em sequenciador de DNA.

As estatisticas descritivas e o contetdo de informacdo de polimorfismo (PIC) foram
calculados para cada marcador com base nos genoétipos de 92 isolados de P. viticola (Tabela
1.1). Foram estimados 0s seguintes parametros: (a) numero de alelos observados em cada
loco; (b) a heterozigosidade observada (Ho); (c) a diversidade génica (DG), segundo a
formula [GDe]=(1-Zipi’)(2n)/(2n-1), onde pi é a freqiiéncia do iesimo alelo para cada loco e n
0 numero de amostras analisadas; (d) o contetdo de informacdo de polimorfismo (PIC-

Polymorphism Information Content), estimado com base na probabilidade de que um
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individuo seja informativo em relacdo a segregacdo de seus alelos herdados (Botstein et al.,
1980). Alem disso, foram efetuados testes de desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
para todos os marcadores polimérficos. As analises foram realizadas com o programa

PowerMarker verséo 3.25 (Liu & Muse, 2005).

1.2.7 Avaliacdo da Diversidade Genética e da Estrutura de Populacéao de P. viticola

Quinze marcadores microssatélites que apresentaram maior qualidade de analise,
maior robustez e maior conteudo informativo entre os 44 marcadores testados, foram
utilizados para analise de diversidade genética e estrutura populacional dos 92 isolados de P.
viticola descritos na Tabela 1.1.

A analise do padrdo de estruturacdo populacional dos isolados de P. viticola foi
realizada com o software Structure (Pritchard et al., 2000). Inicialmente, simulagdes para o
nimero de K (nimero de clusters ou subpopulacdes do patdégeno) foi estimado, com K
variando de 1 a 10, assumindo que as amostras possuem miscigenacao (admixture model), ou
seja, frequéncias alélicas correlacionadas entre as subpopulacfes, quando existentes. Foram
usadas 200.000 interacBes nas corridas e um burn-in de 50.000, para cada valor de K. A
definicéo final do namero de subpopula¢des (K) no conjunto de 92 isolados de P. viticola foi
definida através da metodologia desenvolvida por Evanno et al. (2005). Foram realizados
ainda testes de alocacdo individual de amostras, visando inferir a inclusdo de amostras em
diferentes subpopulac6es, com base no gendtipo multiloco das amostras. Foram calculados os
valores médios de Fst (Indice de Fixacdo de Wright) para a discriminacdo estatistica das
subpopulacBes na amostra de isolados de P. viticola. O valor de Fsr € estatistica descritiva da
medida de diferenciacdo genética de populacGes. Fst estima o grau de estruturacdo de uma

populacdo, calculado pela anélise da correlacdo entre os alelos dentro das subpopulages,
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medindo o nivel de isolamento das mesmas. A interpretacdo de valores estimados de Fst
segue as seguintes consideracoes (Wright, 1969): 0 — 0,05= pouca diferenciacédo; 0,05 — 0,15=
diferenciagdo moderada; 0,15 — 0,25 = grande diferenciacdo; > 0,25 = diferenciagdo muito
grande. Portanto, estimativas de Fsr igual a O (zero) identifica uma populacdo panmitica,
enquanto que um valor de Fst igual a 1,0 (um) indica que toda a variagdo genética é explicada
pela estruturacdo da populagédo (ou que duas populagdes consideradas ndo possuem alelos em
comum e ndo dividem nenhuma diversidade genética).

As estimativas de similaridade genética entre os 92 isolados do patégeno foram
calculadas usando o coeficiente “band” de similaridade (Lynch, 1990), implementado no
programa NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System for personal
computers, Applied Biostatistics, Inc.), verséo 2.1 (Rohlf, 1998). A matriz diagonal de
distancias genéticas foi submetida a analise de agrupamento pelo procedimento de SAHN
(Sequential Agglomerative Hierarchical Nested Cluster Analysis). A analise de agrupamento
foi desenvolvida de acordo com o método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method,
Arithmetic Average). Uma analise de coordenadas principais foi realizada e os valores das
primeiras coordenadas (eigenvalues) plotados (Jackson, 1991; Rohlf, 2000) para detec¢édo de
diferencas individuais e agrupamentos de isolados de P. viticola.

Analises semelhantes as descritas acima, que foram desenvolvidas com a bateria de 15
marcadores microssatélites (10 novos + 5 marcadores da literatura), foram também realizadas
com 3 baterias de quatro marcadores microssatélites cada, compostas por marcadores com
diferentes valores relativos de PIC (baixo, médio e alto). Até 0 momento, a maior parte das
analises de estrutura de populacbes tem sido feitas com apenas 4 marcadores (Gobbin et al.,
2003a, Gobbin et al., 2003b; Rumbou & Gessler, 2004; Gobbin et al., 2005; Gobbin et al.,

2006; Delmotte et al., 2006; Scherer & Gisi, 2006; Koopman et al., 2007; Rumbou & Gessler,
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2007; Matasci et al., 2010). O objetivo foi avaliar o efeito da bateria de marcadores
moleculares na detec¢do de estruturagdo genética em populacgdes de P. viticola.

Para testar a independéncia entre a classificagdo geogréfica dos isolados de P. viticola
e a classificacdo dos isolados em subpopulacdes do patégeno, foram realizados Testes Exato
de Fisher em tabelas de contigéncia (gxs), onde g= nimero de regiGes geograficas e s=
namero de subpopulagdes, utilizando-se a planilha eletrénica Excel. O teste Exato de Fisher é
um teste estatistico especifico para analise de dados categéricos quando o tamanho das
amostras em diferentes classes é pequeno. O teste foi empregado na analise de associacdo
entre a variagcdo na distribuicdo geografica dos isolados do patdgeno e a variagdo na
classificagdo dos isolados em diferentes subpopulacdes detectadas na analise de estruturacéo
populacional. O teste exato de Fisher € um teste exato e ndo-paramétrico. O resultado obtido
equivale ao valor de significancia do teste. As equacdes para tabelas de contingéncia 2x3 e
3x3 empregadas na analise sdo baseadas na extensdo de Freeman-Halton para testes Exatos de
Fisher (Freeman & Halton, 1951). Para testes 2x3, a equacao é a seguinte (onde a, b, ¢, d, e, f

representam os valores distribuidos em cada um dos quadrantes da tabela de contingéncia, n é

n
0 numero total de isolados, e (a) ¢ o coeficiente binomial:

Hevies(ey
st

Testes Exatos de Fisher também foram utilizados na analise de associacdo entre a

classificacdo dos isolados em diferentes subpopulagdes e classificacdo das espécies de videira
em que os isolados foram encontrados. Este teste permite verificar se ha evidéncia de
estruturacdo populacional de isolados de P. viticola de acordo com a espécie de videira de

onde foram obtidos (ex. V. vinifera ou V. labrusca).
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Montagem de novo do genoma de Plasmopara viticola para desenvolvimento de

novos marcadores microssatélites para a espécie

O sequenciamento NGS resultou em 228.549.872 sequéncias de leitura de DNA
(reads), totalizando 17.369.790.272 pares de bases, obtidas do sequenciamento de DNA total
extraido de uma lesdo de P. viticola em folha de videira da variedade Cabernet Sauvignon
(Tabela 1.3). O primeiro passo da analise foi retirar deste total de sequéncias de leitura as
sequéncias de DNA do hospedeiro que eventualmente poderiam estar contaminando as
sequéncias do mildio. Utilizou-se, para tanto, uma analise de alinhamento das sequéncias do
fungo com o genoma referéncia de videira (Jaillon et al., 2007). Foram identificadas
2.789.995 sequéncias de leitura de videira (212.039.620 pb) misturadas com as sequéncias do
mildio. Estas sequéncias foram descartadas da andlise. A diferenca entre o nimero total de
sequéncias de leitura (228.549.872) e as sequéncias de leitura atribuidas a Vitis (2.789.995)
culminou em um banco de dados de 225.759.877 de sequéncias de leitura de P. viticola,
cobrindo 17.157.750.652 pb do genoma do mildio. Este banco de dados de sequéncias de
mildio foi entdo usado na montagem de novo de segmentos do genoma do fungo.

A montagem de novo foi iniciada com um valor minimo de 200 pb para o
comprimento dos contigs. Foi possivel utilizar 205.109.607 de sequéncias de leitura
(15.588.330.132 pb) para montar 93.134 contigs, totalizando 84.482.175 pb do genoma de P.
viticola (Tabela 1.4). O valor de N50 para a montagem de novo do genoma de P. viticola foi
N50= 2.552 pb (Tabela 1.5). O parametro N50 é usado em montagem de genomas para
estimar o comprimento de contig a partir do qual a colecdo de todos os contigs obtidos (neste

caso 93.134) contém pelo menos a metade do somatdrio de comprimentos de contigs da
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colecdo. O N50 permite comparacgdes entre montagens de genoma para avaliar a eficiéncia do
processo de montagem. Assim, ao comparar duas montagens de genoma, aquela com maior
N50 possui, relativamente, maior abundancia de contigs de maior comprimento. O maior
contig montado no genoma de P. viticola atingiu 68.036 pb. O tamanho médio foi 907 pb. A
montagem de novo do genoma de P. viticola foi, portanto, eficiente para o propdsito de
avaliar a estrutura do genoma do fungo e identificar regides ricas em microssatélites para

desenvolvimento de marcadores moleculares.
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Tabela 1.3. Resultados do sequenciamento NGS do genoma de Plasmopara viticola através de DNA obtido de lesdo causada pelo fungo em
folhas da cultivar Cabernet Sauvignon de Vitis vinifera. As sequéncias de Vitis vinifera foram identificadas e eliminadas do banco de dados de
sequéncias de P. viticola.

Descricao Contagem Tamanho (pb) Total de Pares de Bases
Sequéncia de leitura (reads) 228.549.872 76 17.369.790.272
Identidade com V. vinifera 2.789.995 76 212.039.620
Sequéncia de leitura pareadas (paired end) 46.096 213,81
Sequéncia de leitura (ndo pareada) 2.743.899 76
Sequéncia usada como referéncia (V. vinifera) 19 (cromossomos) 15.951.885 303.085.820
Sequéncia diferente de V. vinifera 225.759.877 76 17.157.750.652

Tabela 1.4. Resultados da montagem de novo de segmentos do genoma de Plasmopara viticola atraves de sequenciamento NGS de DNA
extraido de lesdo causada pelo fungo em folhas da cultivar Cabernet Sauvignon de Vitis vinifera.

Descricao Contagem Tamanho (pb) Total de Pares de Bases
Sequéncia de leitura (reads) 225.759.877 76 17.157.750.652
Sequéncias montadas (de novo) 205.109.607 76 15.588.330.132
Sequéncia de leitura pareadas (paired end) 11.178.036 216,34 -
Sequéncia de leitura (ndo pareada) 192.509.073 76 -
Sequéncias ndo montadas 20.650.270 76 1.569.420.520
Contigs (montagem de novo) 93.134 907 84.482.175
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Tabela 1.5. Dados de avaliagio da montagem de novo de
segmentos do genoma de Plasmopara viticola através de
sequenciamento NGS.

Comprimento (pb)

N75 550
N50 2.552
N25 8.32
Minimo 111
Maximo 68.036
Meédia 907
Numero de Contigs 93.134
Total (pb) montados 84.482.175

1.3.2 Deteccéo de sequéncias microssatélites no genoma de Plasmopara viticola

O genoma de P. viticola € rico em sequéncias microssatélites. Analise dos 93.134
contigs montados possibilitou a identificacdo de 849.804 sequéncias microssatélites
(repeticOes de di, tri e tetranucleotideos) no genoma do fungo (Tabela 1.6). N&o foram
consideradas na analise as repeticdes com comprimento do motivo maior ou igual a 5 pb,
visto que em geral os marcadores baseados neste tipo de sequéncia sdo pouco polimoérficos.
Um banco de dados com sequéncias microssatelites perfeitas, isto é, sequéncias idénticas
repetidas em tandem, foi criado e utilizado para selecionar os locos de potenciais marcadores.
Um total de 178.080 sequéncias microssatélites perfeitas foi computado, divididas em
146.822 sequéncias de dinucleotideos, 29.195 sequéncias de trinucleotideos e 2.063
sequéncias de tetranucleotideos. Como o objetivo da analise foi a identificacdo, validacdo e
uso de microssatélites com alto grau de polimorfismo, optou-se pela selecdo de sequéncias
repetitivas de dinucleotideo para o desenvolvimento dos marcadores. Os 146.822 locos
microssatélites di-nucleotideos perfeitos foram detectados em contigs com uma cobertura
minima 100X. A vasta maioria dos locos de dinucleotideos (145.683, o que corresponde a
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99,22% deste subconjunto de sequéncias) possui 0 numero de repeti¢cbes do motivo variando
de 3 a 5 repeticOes (Tabela 1.6). Foram selecionados 34 locos microssatelites do subconjunto
de 1.139 sequéncias microssatélites de nucleotideos com 9 ou mais repeticdes do motivo para
sintese e genotipagem dos isolados de Plasmopara viticola (Tabela 1.7). As sequéncias dos
iniciadores de PCR (primers) desenvolvidos para 0os 34 novos marcadores microssatélites de
P. viticola sdo apresentadas na Tabela 1.8. Nove marcadores possuem sequéncia repetitiva

(AG)n e 25 possuem sequéncia repetitiva (AT)n.

Tabela 1.6. Distribuicdo de sequéncias de microssatélites no genoma de Plasmopara viticola.
Apenas as sequéncias perfeitas de di, tri e tetranucleotideos com minimo de 9 repeticdes do
motivo foram consideradas no desenvolvimento de marcadores microssatélites.

# SSR #SSRperf  3a5rm. 6a8rm. 9allrm. 12aldrm. 15al7rm.

DI 197.179 146.822 145.683 928 179 30 2
TRI  366.195 29.195 29.021 169 5 0 0
TETRA 286.430 2.063 2.057 6 0 0 0
TOTAL 849.804 178.080 176.761 1.103 184 30 2

#SSR= nUmero de sequéncias microssatélites identificadas na montagem parcial do genoma; #SSRperf= nimero
de microssatélites com motivo perfeito (=3 r.m.); r.m.= repeti¢des do motivo
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Tabela 1.7. Sequéncia de DNA contendo regido microssatélite (em vermelho) utilizada para desenvolvimento de novos marcadores SSR para
analise genética de Plasmopara viticola.

contig 3

contig 24

contig 214

contig 43

contig 1395

contig 11832

contig 30540

AAGACTTCCGACTCCCCTAAATTCTGCTGCAGCGCCGCCGAGGAAGCCATTGGAGACGATGGAGTAGTCGGTACCCTTGAGCGCTAATTCTT
GAATGACGAAACTAAGGACTGACTCGTCCTTATTTGAAGTGATATATATATATTTACACATCAAATGAACTTCGTGTCCAGTAATACAGAGA
ACAGATTTCTCCCAATAACGTAATGACTTGTTAGTGTGAATTTAAGCCAACCAGAGAGCAAAATGTTTTGATAAATTTCGGGATCACAAACA
CATTAAAAAAGTCATATTAACGAT

CCCAGGCGATACCTGAACCACGTAACATTACACCACTGAAACCTAAATTTAAAGCATTTTTAGCTGATACTACTCCGATATCAACTAACCGTT
GTTTCCAAATTCTATTATTGGTTAACATTTCCTCGATTTCATCTAATCTAGTACCAAATTGTTCACAAAATATATATATATCATTTAGTAGCCC
TTTAGGTAAATCTTGATTTACTCCGCCTGGTCGGAAATATGCTGCGTGCATTCTTGCTCCTGATACTCTTTCGTAAAATTCCATTAATTTTTCAC
GTTCTTCAAATCCCCAAA

GCTTTACGCACCATTTAAATATTGGAGCAAAGTTACAGAACGAGCGCTTCCGCGTAATTTTAGTACTTTCTTTAATGCGTGTATCGTACATGT
ATAGCTCCAATTACGAATATATATATATATATATATATATATTCGATGATAAAATCGGACACGTTAACAACGACGTGGTCTAGCGTCTGAAA
AAACGAACTAATACTCACCGAAACCAATGCATCTGTCTCTGTGGTCTTGGCCACGACTGTATGCAGAAACATAAATGTTCACATCATATACGC
ACGCATCCACATCCACATCTCT

AATCCGGTTCGTCAGTGTGTCGAGAAGCTCTGGAAGCAGCAGCACGCACTGCTGCTTCCTTCTTGGCTGCAATCTTGATCGCTTCTGCCTTCTT
CCTTTTGTCAATCTGGAAAATCGCATAAGCTCTCTCTCTCTAACAAAATAAATCCTGGCAAAAACCATAAGTACACACCATGACAAGAGGC
TCATCGTCAAGCGAAAGGCGTCCACTGGCCTCCGCGGCAGGATTAACCTCCTCAGCGGCCCCAAAACCCGTAAATACGTCTTCGGTCGCGCC
ATGGTTCAAAGCCGCAAAGAAATCGTCGG

GCCCCGTTTTCTGCTATTCGATTCTGACGTTGATTGCGACGCTTCCGCTTCGAGATCACACTGCCCTCAGCTATCTGCGTCAACTTACGCTCCG
CTAGCCACTGCGCCTTGACCTGTTTGCGGCGCTGGTGCTTGCTCAGAGGTTTGTCCGCCATTGAATGTATCGTTCTCAAATATAGTATATATA
TATAATGCTCAAAAGTTTATATCTCGATATCGTAATCGAGTCACAACTAGGTTTGCTCATGCAATCTCTCTCTAAAGTGCCGTCCTTGACCTTA
TCCTCCCGACACGTGCGCA

TCAAAGCAAAGCCTACAGAAGCTTCAAGTCGCCATCAAGAAGAAGTCACCCAGACAAGAAGAGTTGAGAGAGAGAGAAAAGTTCTGAAGG
ATAGACAACCGCGCGCAAGAAAGTAAAGTCTATTGAGCTGAAGGATGATGCGATGGCCGTCGCAACCTTGTTGTCTATAGTGCAAGCTGTAG
CCCGCTTCGCTCGCACAACGGCGCTATCTTTATTAATTGGCCGTATAAATATAGTGCCTTCGAGGCCGTCTAGGACAAACGACGCTTTATTGG
TACCAAAACGAGTGCTGCTGAGCTA

TCGTTCTTGGATGCGTTCTCATTTCCTCAAAATTTTAACAGAAGTGCCAGCTATATTCATCACCACCGTTTTGTGTGTGTGTGCCAAAGTCGC
ACCACACGTTGCACAGAAGAGGCTTGTAGGAATCCACAAAATCTTGTGATGTGTTTCAGCTGCTTAGTGGCAACAGTAAATGCAGTTAGCTTT
TTATGCATTTTGAAGCTAGCGAGTCTTACAAATAGCACTAACTGCGCATTAGACACATGCGGGAAGGCGTCTTAGAACCTTTGTGATGGTCCA
GGCAGACACATTATCGGCGTA
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contig 40219

contig 600

contig 429

contig 118

contig 347

contig 455

contig 544

contig 629

ACAACTTTTTCGTCCGAAAAACTTATTGCCATAGATTTTTTACAAGGCCCCAACAAATCAGCTTCAGCACTATGGTTCTCTCTCTCTCGACGC
TTTATCCACCGGTGTAGGTATCGACACCAATGGCCCCATAGAGACAAATCTTAAGTGTCTGTTTGCGTTAATTTCTAGTCATTCCTGCAGCAA
GCGCTTGTAAACGACAAAAACTGATCATTGGGATGACATTCTGAAGAATCAAGCTATTTTGTAGTGTCGGGAGCGACACTATTGCAGCAATC
AAATATCACCCGAGATGTCTGA

TCATCCTTACAAAGATCAAGTCAAGGCCTCTTTCATATTTAATACTACCTGGCGTGGTGCACACCGAGAGAGAGAGATTATCGATGTCGGAG
CAAATCACTGAGCAGCAAGTGGTGGCTACCTACAAGAGTCTGCGCGCCGAGGTGCGGCAGATAGCAGAAAAGATCTCTGAGCTAGAGTCAG
AGACTACAGAACACGATCGTGTGATCCAGACGCTCAAAGAGCTGCCCAGCGACCGTAAAGCGTACCGCATGGTCGGTGGCGTTTTGGTGGAG
CGCACAGTGCAAGAGGTTCTACCCG

GGCTGTACCTATTTTGACGAGACGGATGATTTGCGCATGTGGAAATCTTTGGATAACGGGCCAGGTACATAGCTCATCAAACCGCTACTATAT
CATATATATATATCGTAAGCAAACACCCTCCCTTTATTGATGCTTGACCGCTTTCATTAGCAAGTAAAGAAGGTCACGTCGTCCGGCCGGGCT
AGTATATCCGATACCAAGTATAAATGAGTAGCTTACAATGGCTGCGACAGCCATAATCACCTAACGCCATATCTTATTACCTTACTTAAGGCT
CAAGTAAGTTCTGGTCTTCAA

AGAGTTTCGAAAGGATCGTTTGTTTTGGTCTGACGAATCAAAATATTTGTTTCTTTGTCGTGTCGATGCTGGAGCAATCGAGAATAGCTCTAG

TATATATATATACGAAGCTTGGTTTAGGAGAGCACGAAAATATAAGTTCATGTCCGATACTTCAGATGTGGTAGCGCTCCTTTCCGATAAAG
AGCTAAAGCATCAGTTGACGCAAAGCATTTCACCGTCAACCCATGAATGATCTGTACGATCACGTTGCCCAAAGTAAGAAGGATTTGATGAA
CTGACTATATTGATAATTTATAA

TGGCTTCTTACGACGCCGGGTAAAATTGTCTAAGATAATAAATGACTGCACGCCGAAATATCGCGCTGAAGTAATGGCGCAATTGAATCACA
ATTCTTCTGTAGATACCACGCAAAAGCAGCCTACCAATATATATATATGCGGCGTGGGATCAAGATATGCGTGCTGATCAACACCACAACCC
GTGTTAACTCCTCCTCTTCTACGTTGGACCCGATGCTCAGAACGAGCGGACCTCTTGGACGACAACATGCATCGACGCTGGATGTTGACGAGT
CAACTGGCATGCTCGCCACTAGA

GAGGTTTTTTTTCTTGATAAACTAGACCCATTGCTTTGCAAATTTATATATATATAGATATATATACATTGTCGATTGCACGCTTCAATTCCTT
AAGTGCGGGAAAGGTGAATGATCGTTCTTCAAAAAAAATTTCATTTTCCTGCACGCCTTCTGTGTGCAAGAAGTCGCAACCTCATCACGCCTA
ACAACACGTTTGCTGTCAAATTTAGGCCTACGTGGGCAAATTTACAGCCTGGATCCCAAGATGGATAGATCACCTTTCTGTATTTGTCGGATC
CGCTCTTTGTGCTACTCGGA

TATATTATGTGTGAGTCGCAACAGTTCGTTAATATTAACGCTTCTATTTTTTGCAGCGCAATAGCACCTTGAGGTGTGTGTGTGTTTTTITTTCT
TCTTCTTAGCAATGTACGCATCCTGTGCTCAATATTATTGTCCAAGAGCAATAGCTACTATCAGTTACTCAAACACTAGCATAGAATTGCAAA

GATCGATGTACAAGTCATCATTGCAAATTTTTCAAGTCGCGATAACAAATGTGACTCAGCACCAGTTCCTGCCACTTACCCTACTGATGGCAC
CCAATTAAAATGTTATGGCTA

CAAGACGCTATGAGATGACTGATGAGCGCTATGCGTTGTCTTTGCTCCTCGATTATTGTCGACTCTACGATCATCATCCAGGTCTATCACGGA
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contig 190

contig 822

contig 1342

contig 1644

contig 1725

contig 1823

contig 3312

CTTCGTGTACAGGCACACACACACAAGGAATAAATTTTAGGATTGGCTTGTCTTTGACCGTAATTTGTTTTATCGACCGCTTTCGTAGTTTAC
CGACGTGTCTATCGGAGACCTTCCCCTTTGATGCCAAGACGTGGTAAGCTGCCAGGTATTGCCGTTCTCTCTCAGATAGGTCTGGGTTTAATG
AAGATACACCTTGTGCTGACA

TGAATAAGGAGTCCAGTATAGAAAGCCCAGCATCTAAAAGAGTGGCTTGGAGATAGCAAGAAAGTTTGCAAGCTTAAAAACTCATATATAT
ATATATTCGCTTCACAATTTACCTTCTACCGTGCACACCATATCTAAAAGGCTAACAGCCGCACCGGACTCGTCTCCTCCAACTCGCCTCAAC
AACGCCATCCATATGGACCTATTCTTACTGGGATTTGTCATGCTCATGACGCTGGTAAAGTAGTGTCGACTGGCGCTTGTGCAGGTAGCCAAG
CCTGTGCCGGTGACTGAGACGT

TGCTAATTTAATTTGACTCTTCAACCACTTCGCGGTTCTTCTCCAGATCACGAATATATATATATATTGAACACCTCGAAGTACCGATCTATT
CTCAGTTCCTCCAACAAGTGCTGCAAAGGTATTGTATTTCGCCCCTAGAAACTATCGCAAAGTTGCTATATATCTTATTAATAGCCTATGTATT
CTGAATATATGATCAGTAGGCCTACCAAAGGCTGATATTGAGTGATGTTCAGTCCATGTTTTGTTATAGCAGCATGTACACTTTTGATAGAGA
ATCTATTCCACTTTAGATGG

TAAGAGACTTCGCGTACGCAGATCGATGATTATAATTCTTGAAACACACAAGTGTTTAACACAATACTTAGGGTACTTATCAGCACTGTCACT
GTAACGGTTGAGCTAATAAGGTTTGACGAGTATCTGGCGTGTTACAGCCCGCATTTTAATATATATATATATTTATACAAATAGAGATAAAT
ACGAGTACATTTTGTTGATCTAATTTTGAAGCAATACATCTCTTGTATGTCTCGGCATCGGCATATGACCAATCCATGCGCTGAGAGCTAAAG
CTCCGAGCGCGGAGATGGTCAC

CGCAAAAGCGGGACGTCTGAGAATAAAGGAATCGCTTCAGCGGGAGATTTTGGTTCTAGAAAGCCAATCTCCCAGGGTATCGGCTTCCAACT
CCTTTGTTGCGGTCTGATATTAACTGCTCGTAGCATTAGGATGAGAGAGAGAGAGACCTCAGCTAAGGGACTCACAAGTTTTGTTGTTTAAC
GTTAAGGACTGCGGGGGTTATGGGCCGTGTACTTCGGCACACATTTGCCTTCACGACTTTAAACAGATCCTATCTTTACTTAGTGCGGATACA
AATTCCCCTGAGCTAAGCTTGTA

AATCGATTCGTTCACGTACGCTTTTGTAATGGATCGATTTGGGCGACATAATGCCCATACTATAACCAGAGAGAGAGAGAGGGTAAAAGAA
ATTCAACAGTGTCAACCAAAACTTTCTCGTTAGACGCGCGTACCTGTTTAAAGGTGCGGATGAGCATCAACACACGCCGCGTCTCCTCCTGAG
ACTGTCGAATCTCGCTGCTGAGCTTTTGCACAAGTGGAGTCACTTTCTCACTCTTCCAGCAATGCAAAGGCACAGCTGGAGAGCGTATACGCT
CAACGCTTCCCTTACACAGAACT

CATTTTAGCTTCAAAAGTAATACGGGTCTCAGATCGCTATTTAAGGTTTAGTACAAGCCAGAGTATTAAAGCCAAAAATATCTGATATATAT
ATATATGAATTAACACTATCTGAATTTTCCGATAGAGCCTTTAAGCGGTAGATATGCTGAAATTTTTACCTAGCATATTGATTCTCACAAATA
TACGAAAAAACATTTTTTTAGATGGGGTAGCGCTATTTTGTGAGCACCTTAGTACCAAGCACTACTTTCTTTTTGGAATTTAAGCACCACTCG

ACCCTTGTCACACATTATAACT

GCGAAACTCAACGGTTTTGACCTCGAAAATTAACGAAAGAAAGCCTTTTGAACTGGATTAGAAGTTATGATATATATATATATGTATATATA
TATATGAGCCGCGTTATCCATCCCCCCACTTCGTTATTCATCCCCCATTTAAGTGATTGGCTAATTAAATAAAATACTGAATGGCTAAAACTC
GGGCTTGGTATTTAAATGTTCGTGACGCCACTAAATTACAACACGAATTAACTGATTTTCTTCTGTACTGCGCGCTACAGGATAATGTTAATT
CTGAAGACTGCTCAAACGTTCA
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contig 3521

contig 4293

contig 5514

contig 968

contig 6503

contig 4936

contig 297

contig 332

AATTCGACTCTATGATCAAAGTAGGAAGAATTGGCTTCCAGATATTCTTCAAAATACGTTAGTACGCGTACCGAGATATATATATATATCGA
TGAAGTTTTTGCCATGGGTCAGTAGTCATCATTTCGAGTCAGATCATTTTTATAGGAAGCCAGCTTTTTTACAAAGAGTAAGCTGAGTCCAAA
GACTGTTTCGCCTTTCACAGATGCCACTGCACCATAAAAGCCCTCTCCACTTTTGATTGTGCGTAAAATAAAAGCTGCGACGGCAACAATGTC
GCTTTCAAAGCTTGCGCCTCTA

GAACGTTATATTCGTACCCTTTGAATTCGAGTACTTTTAACTATGTGGCTCAACCACAGCGTAACTCGGAACCTACTATGTTATATATATATA
TACCTCGAACACCTTTGCCTTGATCTTGCTAACAAGTGCTACCATGTAACGCATTCGCGAAGGAGCTTATTGGAGGTTGGTCGTCGGACAAGG
ATGAAATGGCTAGCGGGGCGACATCGGTGAAGGAGGAGGAGTTTGAATTGCTTGAAGCATATTGAAAAGTGATATTATAATGAGAGCTCAA
ACGGATTCTTGTCTTGCTACAGC

AAATAATGTATAACGAGTCCAAAAGATTATCCACTATATGTAAGTCCAGGCGCACCATACATTGAGCTTGATGGCAAGCTGCTTTTGTACAG
AATCGAAAATCTCAACATTACGCTTTTTAGAGGCATTCTTGTCAAATAAGGAGAATATATATATATATTCTTGTATAAATTCCTTCTCTTAGA
AATACCGCCTTTCAAATCTCATTAGCTTAAACTCCTTAACTTCAAGCAAGAGCTCAGTAGCTTTAAGTGTTTTGTGATTCAGTATTTCTACCAT
CGCAGGGCTCTCGATTGAAGT

CTCGAAATGATCGAGCCGGATTGTATCTTTGCCGCATGCTCTAGAAAGAGTTTCATATATATATATATATGTACAGCTGTACAACAGAGATT
TTATCGCTGCACCGAAGAAGGTAGTTATACCGATGTCTAGCGTATAAAATTATGTCTACCGCGGCATATGTCATGCGGCTTTTACCGTACAAG
TGCTTATATATTTTAAGATATAAGGTATGTAGCTTATCTGTGTCAGACGCCGATTGATATAATATATATTTAGTATGTCTTTTTGCCTTCTCATG
GGAATACGACATTTAAATCG

TTTAAATATCTGCGCTAAGAAACGAATGAGGCTTTCAATTTGCTATTTGCTAGCTACTAGTCATGTGGTGCAATATATATATATATATCTGAA
TATAAAAGCCACACTAGCTCGGCCTTAATCCTTGCATAATCATTATCACATCACATTAACGCTAGGAAAAGGTTGGGGTGACGCCCTCCTCTC
AAGCGCGGGGGCTAAATGCTCGCGCGCT

TATGGGTACGTGCCCTTCCTTCTTCCGAATTATACTGTGGTACTATCAGCCGCTCGTACATGCTTTGTCTGCAATAAACACAACGCCAAAATGT
GAGACTCAAGGTTCGAGGATATATTTATATATGAACATTGCCCACTGAGGATATATATATATATATGAACATTGCCCACTTAAATGCAGAGT
GCGCCGACATCGTCTCTGAATGATCGATAATACACGCCGAAACGTGCTTTTTCAGGACAGTAAATTGTCCGATAAAATTGTGCTCAACTTTGC
TATAAAAACTGAATTTCCTAT

TCTCTGTCCCTAGGAACGCGAATTAAGTGAAATTTGCGCGGAAAGATAGGGTAATATATATATATATATATGTCAAAAAGATCAGAGATCA
TGGATCTATACAACTAGTACATGTCCTGCCGAAAGCAGTCGAGGTCGCCTAAAAGCTCACAAGTTCTTGAGTAGAGTTCAAGAGACGCCGAT
CGCGAGGAACATCAAGGCAAAAAACACTTGGCAGTACTGACACAGTTTTCTCGTTGCGAATTCGTTCTAGAATGGAAGGTGTACCCCAAATT
GACGAGTGAATGATGGATATAACCG

GAGCAGTAATTCTGCGGGTTGAAAATTATAGTTTCTGTAATAGATTTCTTGATTGGATAAAGTCTTTTGCGAAGATGCGGCAGCAAATGAAGG
CGCTTGTCAAATGTTAACGGTAGAATATATATATATATATATTATTTTAAGTAAATCTCGTGAAATTACTAAATTATATCGCTACTAGCCACC
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contig 1957

contig 1020

contig 1075

contig 12349

GTGGAATACCTGACCCTTCCTGGTTGGATTTAGTAGTAGCCGTCGTTCAAATCCAGCGCACCACTATAGGACAAGTTATAATGCAGCATGTAT
TATTGTAACGAATGTTTGTGC

CAAATTACATTTGGTGCGATGATGACTTTATCTAAAAGTCGTACCATATATATATATATATATTAAGAGTCGTTCCGTGAAGATCGGGTAAT
CTAGCTCAACGTGGAAGTTATGTAATTAGATGCGCAGGCGAAGCAAACTCCTGCTTTGAAAACCATATTTTTTCGTAGAGGACAAGCTTGGC
ATGCTTTTTTCGAATTTGCGCCTATAATCTTGTTGCTAATTTGTCTGAAGATTCTCCCGATTTTTCTTGCAGATTACCCTGAGAGTTCCGATAGC
ATGGCTGGCGTAAGAGTCAAC

CTTTTTTGTACAAACGCCATGTAGAGCCTAAATTGCGTCAGCAGACACCTGAATGCTATATATATATATATATATAGTCAGGAGCCCCAAGG
TCATAGTCAGCCACTCCAAGAAAGCATACAGCTCTTAGTCCTGACCTATTATAGCTATTACACACTCTCGCATGAAAAGTTGATAATCCTCGT
CGACTGTGTGGAGTGCATTGCACACTGTACATTAAGCAATGTTCTTTTGTGGTAATACTGGCGTCTGTGTCGGTATTGCTGCCGTTTTTGGCCT
ACTATATGCGTGCATGATGCG

TGTATCAAATTATACTCACCCCTTTTATCGAACAGAACGAACTTGTCCTCCAATTTTTATATAAATATATATATATATATATATTGGACGAAT
GCAATTCCATTTTTTCCCTTGTGACTACTTTGCACTTAGTCTAATAATTGTTTTTATTAAAGACTTTTCTTGGTCAAAGACAAAGAATCTAAGC
CTGTCTTTCACTTATTGCATTAGCATTTGTATTTATCCTATGGTGCCTAAGCCTGTTTATATATAAACGTATGTGCATGAGTAGTTTTTTAGTTT
TCACTCAATACAAACATA

GCTATAAGAGGCACGGCTCAATTGGTAACAAGCGCCCGTATTTAGCTGACTGGTTCTCGAAGAACTTTTTTTCTGGTGATTGATATATATATA
TATATATATATGTATATATAGAGTCATAGGGGATACATACTAAGTAAAGGAATTGAGTCGAATTTGACATCAGACGAACCTTATCAAATCAT
TGGTTCGGCTCTAATGAAAATTGATCAGATTGTGGTATTAGGTGACAGAGTGTTTGTGCCTCCCGAAACTCCTGACGGAGACTCTGCAATACT
TGAGATTAGTATCAGCAATCAG
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Tabela 1.8. Dados de amplificacdo de produtos de PCR dos 34 locos microssatélites de Plasmopara viticola, mostrando o nimero de repetices
do SSR, numero do contig, cobertura média no contig, comprimento do contig, iniciadores de PCR - primers (direta e reversa), motivo de
repeticdo, temperatura de anelamento, tamanho esperado dos fragmentos e variacao alélica.

N° Cobertura Tamanho
repeticdes N°do média  Tamanho Primer Primer TA esperado do
Marcador SSR Contig Contig  do Contig Sequéncia direta Sequéncia reversa Motivo °Cc  fragmento (pb)
PVCNG1 6 600 125 12957 CAAGTCAAGGCCTCTTTC TGCTCAGTGATTTGCTCC (AG)6 58 90
PVCNG2 10 1075 138 40245 ATACTCACCCCTTTTATCG CAAAGTAGTCACAAGGGAA (AT)10 58 114
PVCNG3 6 429 125 19334 TTGACGAGACGGATGATTT TGGCGTTAGGTGATTATGG  (AT)6 58 242
PVCNG4 7 1725 240 23561 CGTACGCTTTTGTAATGGA GTTTTGGTTGACACTGTTG (AG)7 58 99
PVCNG5 7 3521 133 14228 TCAAAGTAGGAAGAATTGGC CTGACTCGAAATGATGAC (AT)7 58 119
PVCNG6 7 1644 139 8724  GGACGTCTGAGAATAAAGGAA TAAAGTCGTGAAGGCAAATG (AG)7 58 235
PVCNG7 6 455 110 19347 GATAAACTAGACCCATTGC TCATTCACCTTTCCCGCA (AT)6 58 100
PVCNG8 9 1957 143 3706 TGGTGCGATGATGACTTT GCCTGCGCATCTAATTAC (AT)9 58 120
PVCNG9 6 1395 117 13047 TCGATTCTGACGTTGATTG GAGAGAGATTGCATGAGC (AT)6 58 242
PVCNG10 13 43 125 7764 GCTTCTGCCTTCTTCCTTT TCTTGTCATGGTGTGTACTT (AG)6 58 102
PVCNG11 7 3312 130 19231 AACGGTTTTGACCTCGAA TAACGAAGTGGGGGGATG (AT)7 58 119
PVCNG12 6 24 12679 41207 ACCACGTAACATTACACCA AAAGAGTATCAGGAGCAAG (AT)6 58 242
PVCNG13 10 1020 187 34760 GTACAAACGCCATGTAGA TGGAGTGGCTGACTATGA  (AT)10 58 103
PVCNG14 6 40219 122 1389 CGTCCGAAAAACTTATTGC GGGCCATTGGTGTCGATA (AG)6 58 119
PVCNG15 6 3 128 11558 CCGACTCCCCTAAATTCT TTTTGCTCTCTGGTTGGCTT  (AT)6 58 240
PVCNG16 6 544 138 13030 AGTCGCAACAGTTCGTTA GGATGCGTACATTGCTAAGA (AC)6 58 104
PVCNG17 6 11832 117 2432 AAGCTTCAAGTCGCCATC CATCCTTCAGCTCAATAGAC (AG)6 58 119
PVCNG18 7 1342 137 25312 GTACGCAGATCGATGATT CCGAGACATACAAGAGAT (AT)7 58 227
PVCNG19 6 30540 148 1045 GCGTTCTCATTTCCTCAAA CAAGCCTCTTCTGTGCAA (AC)6 58 107
PVCNG20 7 822 138 18216 TGACTCTTCAACCACTTCG ACAATACCTTTGCAGCAC (AT)7 58 115
PVCNG21 7 5514 134 1914 ACGAGTCCAAAAGATTATCC ACTGAGCTCTTGCTTGAA (AT)7 58 231
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Tabela 1.8. Continuacao

Tamanho
N° Cobertura esperado do

repeticdes N°do média  Tamanho Primer Primer fragmento
Marcador SSR Contig Contig  do Contig Sequencia direta Sequencia reversa Motivo TA°C (pb)
PVCNG22 8 968 150 12243 GAGCCGGATTGTATCTTTG ATAACTACCTTCTTCGGTG (AT)8 58 108
PVCNG23 8 6503 164 14242 GCGCTAAGAAACGAATGA TGCAAGGATTAAGGCCGA (AT)8 58 118
PVCNG24 11 12349 109 1136 GCACGGCTCAATTGGTAA ACAAACACTCTGTCACCT (AT)10 58 232
PVCNG25 7 190 135 7835 AGTATAGAAAGCCCAGCAT TGTGCACGGTAGAAGGTA (AT)7 58 114
PVCNG26 7 1823 154 10214 CAAAAGTAATACGGGTCTCA CGCTACCCCATCTAAAAAAA  (AT)7 58 206
PVCNG27 8 4936 359 9429 CCCTTCCTTCTTCCGAAT CGTTTCGGCGTGTATTAT (AT)8 58 218
PVCNG28 9 297 107 8055 GGAACGCGAATTAAGTGA CTTTCGGCAGGACATGTA (AT)9 58 114
PVCNG29 6 347 136 61615 CGCCGGGTAAAATTGTCTAA ACGTAGAAGAGGAGGAGT (AT)6 58 195
PVCNG30 6 118 183 31335 GGATCGTTTGTTTTGGTCTG TGGGTTGACGGTGAAATG (AT)6 58 216
PVCNG31 7 4293 149 939 GTACCCTTTGAATTCGAGT TGTTAGCAAGATCAAGGC (AT)7 58 114
PVCNG32 9 332 155 11522 CTGCGGGTTGAAAATTATAG AACGACGGCTACTACTAAA (AT)9 58 222
PVCNG33 6 214 138 38643 GGAGCAAAGTTACAGAACGA GCCAAGACCACAGAGACA (AT)13 58 213
PVCNG34 6 629 140 41000 GATGACTGATGAGCGCTA TCTGAGAGAGAACGGCAA (AC)6 58 249
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1.3.3 Validagdo dos novos marcadores microssatélites desenvolvidos para analise

genética de populacdes de Plasmopara viticola

Os 34 novos marcadores microssatélites foram avaliados para deteccdo de
polimorfismo de DNA em isolados de P. viticola, juntamente com outros dez microssatélites
largamente usados em estudos de genética de populacdo do patdgeno (Gobbin et al., 2003a;
Matasci et al., 2010; Delmotte et al., 2006) (Tabela 1.9). Para esta analise, foram usados todos
0s 92 isolados de P. viticola (Tabela 1.1).

Todos os 44 marcadores apresentaram sucesso de amplificacdo de alelos. O tamanho
esperado dos alelos no isolado controle para cada um dos 34 novos marcadores foi
confirmado (Tabela 1. 9). Entre os novos marcadores, 26 dos 34 apresentaram polimorfismo
na amplificacdo de alelos dos 92 isolados de P. viticola e 8 foram monomérficos (PvCNGO1,
PVCNGO03, PvCNG04, PVCNG06, PvCNG16, PVvCNG17, PVCNG25 e PvCNG30). Estes
resultados representam 100% de sucesso na taxa de amplificacdo alélica e de 76,5% na
obtencdo de marcadores polimorficos, em condicbes ndo otimizadas para locos
microssatelites. Dois dos marcadores polimorficos apresentaram falhas de amplificacdo
(PVCNG24 e PVCNG33), necessitando de pequenos ajustes para otimizacdo. O loco
PVCNG33, por exemplo, apresentou 7 alelos nos testes de genotipagem e o maior PIC entre
todos os marcadores testados, e pode ser trabalhado para uso em rotina na analise genética de
P. viticola. Entretanto, nenhuma tentativa de otimizacdo foi realizada para estes dois locos

visto que o rendimento de marcadores informativos foi elevado.
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Tabela 1.9. Parametros genéticos de 44 marcadores microssatélites (34 desenvolvidos neste estudo e 10 selecionados da literatura) utilizados na

genotipagem de 92 isolados de P. viticola coletados em regides produtoras de uva do Brasil.

Alelo c/
N° de maior N° de N° de No. of N° de Diversidade  Heterozigosidade
marcadores Origem Marcador frequéncia  genotipos isolados obs. alelos génica observada (Ho) PIC
1 novo PvCNGO1 1,0000 1 92 68 1 0,0000 0,0000 0,0000
2 novo PvCNGO02 0,7093 7 92 86 4 0,4405 0,4651 0,3835*
3 novo PvCNGO3 1,0000 1 92 67 1 0,0000 0,0000 0,0000
4 novo PvCNGO04 1,0000 1 92 69 1 0,0000 0,0000 0,0000
5 novo PVCNGO05 0,6467 10 92 92 5 0,5200 0,5870 0,4678*
6 novo PvCNGO06 1,0000 1 92 75 1 0,0000 0,0000 0,0000
7 novo PvCNGO7 0,9318 6 92 88 4 0,1299 0,0795 0,1268
8 novo PVvCNGO08 0,5870 9 92 92 7 0,5368 0,7500 0,4547*
9 novo PvCNGO09 0,9011 7 92 91 6 0,1845 0,1758 0,1787
10 novo PVCNG10 0,8125 4 92 80 4 0,3091 0,0250 0,2686
11 novo PVCNG11 0,5407 7 92 86 7 0,5996 0,2907 0,5335*
12 novo PVCNG12 0,8750 7 92 56 6 0,2293 0,1429 0,2215
13 novo PVCNGI13 0,7889 4 92 90 3 0,3544 0,2444 0,3252*
14 novo PVCNG14 0,5471 2 92 85 2 0,4956 0,9059 0,3728*
15 novo PVCNG15 0,8956 7 92 91 7 0,1950 0,1209 0,1904
16 novo PVCNG16 1,0000 1 92 76 1 0,0000 0,0000 0,0000
17 novo PVCNG17 1,0000 1 92 78 1 0,0000 0,0000 0,0000
18 novo PVvCNG18 0,8581 8 92 74 8 0,2579 0,2568 0,2495
19 novo PVvCNG19 0,9877 2 92 81 2 0,0244 0,0000 0,0241
20 novo PVvCNG20 0,8430 9 92 86 6 0,2770 0,1860 0,2596
21 novo PVvCNG21 0,8663 13 92 86 12 0,2472 0,1977 0,2437
22 novo PVCNG22 0,5707 8 92 92 7 0,5167 0,8261 0,4140*

99



23 novo PvVCNG23 0,3598 12 92 82 7 0,7417 0,9268 0,6982*
24 novo PVCNG24 0,6800 8 92 25 7 0,5056 0,1600 0,4757
25 novo PVCNG25 1,0000 1 92 76 1 0,0000 0,0000 0,0000
26 novo PVCNG26 0,9398 4 92 83 3 0,1147 0,0964 0,1110
27 novo PVCNG27 0,8667 8 92 90 6 0,2410 0,2000 0,2291
28 novo PvCNG28 0,6919 12 92 86 9 0,4659 0,5000 0,4127*
29 novo PVCNG29 0,8989 7 92 89 6 0,1877 0,1910 0,1808
30 novo  PvCNG30 1,0000 1 92 72 1 0,0000 0,0000 0,0000
31 novo PVCNG31 0,9167 6 92 90 6 0,1564 0,0333 0,1509
32 novo PVCNG32 0,6053 11 92 76 7 0,5755 0,7105 0,5320*
33 novo PVCNG33 0,4028 10 92 36 7 0,7423 0,7500 0,7065
34 novo PVCNG34 0,9716 4 92 88 3 0,0556 0,0114 0,0548
35 * BER 0,5402 4 92 87 3 0,5578 0,0690 0,4682*
36 fola BER NEW 0,7733 6 92 86 4 0,3739 0,1512 0,3401*
37 * ISA 0,5078 2 92 64 2 0,4999 0,9844 0,3749
38 fola ISANew 0,5584 8 92 77 5 0,5939 0,6623 0,5335*
39 *** Pvis 0,9348 2 92 92 2 0,1219 0,0000 0,1145
40 *** pvl4 1,0000 1 92 73 1 0,0000 0,0000 0,0000
41 folakal SAVA 0,5057 8 92 87 7 0,5836 0,8851 0,5003*
42 **x o Pv3l 0,8274 5 92 84 4 0,3002 0,0833 0,2794
43 ***E - Pv39 1,0000 1 92 90 1 0,0000 0,0000 0,0000
44 e PvY 0,6644 5 92 73 4 0,4706 0,2603 0,3928*

Mean 0,7956 6 92 79 4 0,2865 0,2711 0,2561

Marcadores microssatélites de P. viticola publicados (*Gobbin et al., 2003; ** Matasci et al., 2010; *** Delmotte et al., 2006).
Marcadores em negrito apresentaram maior Contetido de Informacdo Polimorfica (PIC) e foram selecionados para anélises de diversidade genética e estruturacdo dos 92
isolados de Plasmopara viticola.
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Entre os 10 marcadores de uso amplo na anélise de isolados de mildio testados no
presente estudo, dois (Pvl4 e Pv39) ndo apresentaram polimorfismo na amostra de 92
isolados de P. viticola (Tabela 1.9). Os demais apresentaram PIC variando entre 0,11 e 0,53,
e nimero de alelos entre 2 e 7. Os 26 novos marcadores polimorficos apresentaram PIC
variando entre 0,055 a 0,71, enquanto o nimero de alelos variou entre 2 e 12. Entre os cinco
marcadores que apresentaram o maior PIC (Contetdo de Informacdo de Polimorfismo),
quatro foram desenvolvidos no presente trabalho (PvCNG33, PVCNG23, PVCNG11,
PVCNG32) e apenas um (ISANew) ja vinha sendo usado na genotipagem de mildio (Matasci
et al., 2010).

Os dados obtidos no presente estudo estimulam a busca de novos marcadores
moleculares para analise da diversidade de P. viticola, oferecendo uma nova bateria de
marcadores com alto conteudo informativo, qualidade e robustez para estudos do patégeno
(Tabela 1.9). Estes dados indicam que ha um grande potencial para desenvolvimento de novos
marcadores para P. viticola, adequados as analises populacionais do patdgeno.

O emprego de sequenciamento NGS no desenvolvimento de marcadores
microssatélites (e SNPs) possibilita a substituicdo de estratégias tradicionais, como a
construcdo e sequenciamento de bibliotecas enriquecidas de sequéncias microssatélites para
desenvolvimento de SSRs (Ritschel et al., 2004). Para este proposito, o sequenciamento NGS
€ menos intensivo em tempo e trabalho, e mais eficiente no rendimento final de marcadores

polimdrficos, conforme vem sendo observados em diferentes espécies (Silva et al., 2013).
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1.3.4 Caracterizacdo genotipica de isolados de Plasmopara viticola coletados em regides

produtoras de uva do Brasil

Os testes com os 44 marcadores microssatélites em 92 amostras diversas do patdgeno
possibilitaram a selecdo de quinze marcadores com elevado Conteudo de Informacdo de
Polimorfismo (PIC > 0,3). Esta bateria foi constituida por marcadores com alto potencial de
revelar polimorfismo entre isolados do patégeno (Tabela 1.10). Os marcadores selecionados
foram: PvCNG2, PVvCNG5, PvCNG8, PvCNG11, PvCNG13, PvCNG14, PvCNG22,
PVCNG23, PvCNG28, PvCNG32, BER, BERNew, ISANew, Pv7, Pvl7. Entre os 15
marcadores da bateria, 10 foram desenvolvidos no presente trabalho (negrito), e cinco séo
marcadores de uso corrente na genotipagem de isolados de P. viticola (Tabela 1.10).

O padrdo de amplificacdo observado nos eletroferogramas dos 15 marcadores €
apresentado na Figura 1.2. O objetivo da analise foi estudar a diversidade genética dos
isolados, detectar a potencial de existéncia de grupos ou subpopulagdes do patdgeno, analisar
a correlacdo entre a origem geogréafica dos isolados e variabilidade do mildio, assim como a
independéncia entre a classificacdo em subpopulacdes do patdgeno e a espécie de videira.

Entre os quinze locos selecionados a heterozigosidade observada (Ho) variou entre
0,06 a 0,91 (média = 0,39) e a Diversidade Génica de 0,35 a 0,59 (media = 0,45). Os maiores
valores estimados de Ho foram de 0,56, 0,66, 0,80 e 0,91 para os locos PvCNG22, ISANew,
Pvl7 e PVCNG14, respectivamente (Tabela 1.10). O Conteltdo de Informacdo de
Polimorfismo (PIC) de cada marcador variou entre 0,31 e 0,53 para os locos PvVCNG8 e
ISANew, respectivamente (média = 0,38). O numero de alelos nos locos analisados variou de

dois a sete (média = 4,20), totalizando 63 alelos entre 0s 92 isolados de P. viticola.
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Figura 1.2. Eletroferogramas ilustrando o padrdo de amplificacdo dos 15 locos
microssatélites empregados na genotipagem de 92 isolados de Plasmopara viticola coletados
nas principais regides produtores de uva do Brasil.

Dez alelos foram compartilhados pelos 92 isolados analisados: 108pb (PvCNG2 e
PVCNG8), 109pb (PVCNG23 e PVCNG28), 110pb (PVvCNG2 e PVCNG8), 111pb (PVCNGS5,
PVCNG23 e PVCNG28), 113pb (PVCNG5 e PVCNG23), 114pb (PVCNG2 e PVCNG11),
115pb (PVCNG5, PVCNG14, PVCNG23 e PVCNG28), 116ph (PVCNG8 e PVCNG11), 121pb
(PVCNG28 e ISANew) e 127pb (PvCNG14 e ISANew). O alelo mais comum encontrado foi
115 pb (PVvCNG5) com frequéncia de 0,79. A Figura 1.3 apresenta a distribuicdo de
frequéncias alélicas em cada um dos 15 locos analisados.
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Expectativas do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foram significativas em 12 dos
15 locos analisados (p-value <0,05), com excecdo dos locos PvCNG8, PvCNG23 e PvCNG32
(Tabela 1.10). Para a maioria dos locos analisados, portanto, ha evidéncia de que os 92
isolados de mildio ndo constituem uma populacdo panmitica, ou alguma forga evolutiva (ex.

deriva, migracao) que altera o equilibrio de frequéncias alélicas nestes locos.

Tabela 1.10. Estimativas de parametros genéticos de 15 locos microssatélites desenvolvidos
para Plasmopara viticola, usados na genotipagem de 92 isolados de P. viticola, apresentando
o0 valor de frequéncia do alelo mais comum no loco, nimero de alelos amplificados em cada
loco (Na), a variacdo alélica observada, diversidade génica (DG), Heterozigosidade observada
(Ho), Conteudo de Informacdo Polimdrfica (PIC) e valor de significancia (p-value) para
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE).

Alelo com
maior Variagéo EHW
Loco frequéncia  Na alélica DG Ho PIC  p_value
PVCNG2 0,77 4 108-114 0,37 0,26 0,33 0,00
PVCNG5 0,79 5 111-119 0,36 0,34 0,33 0,00
PVCNG8 0,78 4 108-118 0,35 0,31 0,31 0,17
PVCNG11 0,64 4 94-120 0,49 0,06 0,40 0,00
PVCNG13 0,79 3 85-95 0,35 0,24 0,33 0,00
PVCNG14 0,55 2 115-127 0,50 0,91 0,37 0,00
PVCNG22 0,70 3 96-106 0,43 0,56 0,35 0,01
PVCNG23 0,71 4 109-115 0,43 0,46 0,37 0,02
PVCNG28 0,74 5 107-121 0,40 0,39 0,34 0,00
PVCNG32 0,73 7 216-244 0,45 0,45 0,42 0,08
*BER 0,54 3 171-175 0,56 0,07 0,47 0,00
**BERNew 0,75 4 128-138 0,40 0,14 0,36 0,00
**|SANew 0,56 5 121-129 0,59 0,66 0,53 0,00
*FHEXPYT 0,64 3 286-308 0,48 0,17 0,39 0,00
***py17 0,56 7 141-155 0,56 0,80 0,47 0,00

“Meédia 0,68 4,2 - 0,45 0,39 0,38 -
Marcadores microssatélites de P. viticola publicados (*Gobbin et al., 2003; ** Matasci et al., 2010; ***
Delmotte et al., 2006)
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Figura 1.3. Distribuicdo de frequéncia alélica em cada um dos 15 locos microssatélites
selecionados para genotipagem de 92 isolados de Plasmopara viticola.
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1.3.5 Estrutura genética de populacbes de Plasmopara viticola

A anélise do padrdo de estruturacdo populacional dos isolados de P. viticola foi
realizada através de simulacfes para estimar o valor de AK (Evanno et al., 2005) para 0s 92
isolados de mildio (Figura 1.4). A anlise de polimorfismo de DNA indica que os isolados de
P. viticola genotipados no presente estudo estdo agrupados em trés subpopulacdes distintas.
Estimativas de coeficiente de inclusdo (Q), baseadas em vetores de ancestria, possibilitaram a
inclusdo dos 92 isolados em uma das trés subpopulac6es, denominadas PvG1, PvG2 e PvG3.
A representacdo dos valores de Q é apresentada na Figura 1.5. As estimativas do coeficiente
de inclusdo (Q) de cada amostra, em cada uma das trés subpopulacdes detectadas, permitem
inferir a relacdo entre a estruturacdo observada e a distribuicdo das amostras de P. viticola. A
porcentagem de isolados de P. viticola alocados nos trés grupos foi de 24,7% (PvGl), 63,2%

(PvG2) e 12,1% (PvG3) (Figura 1.5).
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Figura 1.4. Valores de AK (eixo Y), com seu valor modal (eixo X)
detectando um K de 3 grupos (K = 3), indicando que os isolados de
Plasmopara viticola estdo divididos em trés subpopulagdes.
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Os valores médios de diferenciacdo genética (Fst) calculados para as trés sub-
populacdes de P. viticola foram: (Fst)pve1 = 0,56; (Fst)eve2 = 0,25 € (Fst)pves = 0,24. O
coeficiente de fixacdo de Wright (Fst) estima o grau de estruturacdo de uma populacdo,
medindo o nivel de isolamento das mesmas, separando-as em subpopula¢des. Valores de Fst
acima de 0,25 indicam uma diferenciagdo muito grande entre as subpopulacfes detectadas.
Embora as subpopulacdes possuam alelos em comum, parte significativa da diversidade
genética é encontrada dentro dos trés grupos detectados. Isto significa que as frequéncias
alélicas dentro de cada uma das populac6es tendem a ser diferentes.

A andlise de frequéncias alélicas dentro de cada subpopulacdo indicou, realmente, que
alguns locos microssatélites sdo mais eficientes do que outros na diferenciacdo das mesmas
(Figura 1.6). No loco marcador BERNew, por exemplo, o alelo 130 apresenta frequéncia
acima de 80% na subpopulacdo PvG1, enguanto o alelo 132 esta praticamente fixado na
populacdo PvG2. Este unico marcador praticamente discrimina os isolados das subpopulagdes
PvG1l e PvG2. O marcador BERNew, contudo, ndo é eficiente na discriminacdo de isolados

da subpopulacdo PvG3 de isolados das demais subpopulacdes.
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Figura 1.5. Distribuicdo dos 92 isolados de Plasmopara viticola em trés subpopula¢des do patégeno, de acordo com gendtipos multiloco obtidos com uma bateria de 15
marcadores microssatélites. (a) Distribuicdo geral dos isolados nas subpopulac¢des PvG1 (vermelho), PvG2 (verde) e PvG3 (azul) com base nos valores estimados de vetores
de ancestria ou coeficiente de inclusdo (Q); (b) Codificacdo dos isolados em cada populacdo. As barras coloridas representam a probabilidade de inclusdo (Q) de cada isolado
nas diferentes subpopulagdes.
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Figura 1.6. Distribuicdo de frequéncia de alelos em cada um dos 15 locos
microssatélites, estimada de acordo com a alocagéo dos isolados nas trés subpopulactes
de Plasmopara viticola (PvG1= vermelho, PvG2= verde e PvG3= azul).
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Uma matriz diagonal de distancias genéticas par-a-par foi submetida a analise de
agrupamento pelo método UPGMA e uma matriz de distancias genéticas entre os 92
isolados foi construida (Rohlf, 2000). Uma anélise de coordenadas principais (Jackson,
1991) foi realizada e os valores das primeiras coordenadas (eigenvalues) plotados para
deteccdo de diferencas individuais e agrupamentos de isolados de P. viticola (Figura
1.7). Os resultados também indicam que os 92 isolados de P. viticola podem ser

separados em trés grupos distintos.
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Figura 1.7. Analise de coordenadas principais para deteccdo de diferencas genotipicas
individuais e de agrupamentos de isolados de Plasmopara viticola coletados no Brasil.
Os isolados podem ser discriminados em trés subpopulacdes do patdgeno (PvG1l, PvG2
e PvG3). Os isolados coletados de Vitis labrusca receberam a letra “L” apds o numero
da amostra.

Até o momento, a maior parte das analises de estrutura de populacdes de P.
viticola tem sido feita com apenas 4 marcadores (Tabela 1.11) (Gobbin et al., 2003a,
Gobbin et al., 2003b; Rumbou & Gessler, 2004; Gobbin et al., 2005; Gobbin et al.,

2006; Delmotte et al., 2006; Scherer & Gisi, 2006; Koopman et al., 2007; Rumbou &

Gessler, 2007; Matasci et al., 2010). Para avaliar o efeito da bateria de marcadores
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moleculares na detec¢do de estruturacdo genética em populacées de P. viticola, 3 grupos

compostos por 4 marcadores microssatélites foram montados e usados para analisar a

estruturagdo da amostra de 92 isolados de P. viticola. Os valores relativos de PIC

(baixo, médio e alto) dos 44 marcadores avaliados no presente trabalho foram usados

para montar cada grupo. Os grupos foram montados como se segue, indicando o0 nome

do marcador em cada grupo, seguido do valor de PIC entre paréntesis: (a) Grupo 1:

PVCNG26 (0.11), PVvCNGO7 (0.13), PYvCNGO09 (0.18), PVCNG31 (0.15); (b) Grupo 2:

PVCNGO8 (0.31), PVvCNGO02 (0.33), PVvCNGO5 (0.33), PVCNG13 (0.33); Grupo 3:

PVCNG32 (0.42), BER (0.47), Pv17 (0.47), ISANew (0.53).

Tabela 1.11. Marcadores microssatélites e principais observacdes de alguns estudos
sobre diversidade genética e estrutura da populacfes de Plasmopara viticola.

N° de N° de N° de Diversidade
Marcadores amostras Genotipos  Grupos Genética Local de coleta Fonte de pesquisa
RAPD 48 29 alta Alemanha Stark-Urnau et al. (2000)
4 SSR 190 158 alta Italia Gobbin et al. (2003a)
4 SSR 97 430 alta Italia Gobbin et al. (2003b)
4 SSR 753 77 alta Grécia Rumbou & Gessler (2004)
4 SSR 4685 2342 alta Franca, Suiga, Italia, Alemanha Gobbin et al. (2005)
4 SSR 8991 3910 5 alta Franca, Suiga, Itdlia, Alemanha e Grécia ~ Gobbin et al. (2006)
4 SSR 1322 204 3 baixa Ilhas Gregas Rumbou & Gessler (2006)
7 SSR 150 - baixa Europa e América Delmotte et al. (2006)
3 SSR 54 43 alta Alemanha, Italia, Franga e Suica Scherer & Gisi (2006)
4 SSR 862 1297 alta Africa do Sul Koopman et al. (2007)
4 SSR 4872 1297 16 alta Grécia Rumbou & Gessler (2007)
4 SSR 857 alta Suica Matasci et al. (2010)
31 SSR 96 89 baixa USA e Europa Rouxel et al. (2012)
8 SSR 1146 515 2 baixa Europa (68 vinhedos) Fontaine et al. (2013)

Os resultados desta analise indicam que ha realmente um grande efeito da

bateria de marcadores usados para realizar a analise de estruturacdo de populacGes do

patdgeno. A analise com os marcadores do Grupo 1 (Figura 1.8a) indicou a existéncia
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de trés ou cinco subpopulagdes (K3= 4,3 ; K5= 3,9), com valores de Fg)= 0,652, Fs2)=
0,648 e Fy)= 0,006 (no caso de 3 subpopulacgdes). Os valores estimados de (Q) indicam
davida na alocagdo da maior parte dos individuos nas 3 subpopulac@es. A analise com
os marcadores do Grupo 2 (Figura 1.8b), indicou a existéncia de apenas duas
subpopulacdes, com valores de Fg1)= 0,419 e Fg2)= 0,01. Neste caso, os valores de (Q)
também indicam davida para a alocacdo de parte dos individuos nas subpopulagdes. A
analise com os marcadores do Grupo 3 (Figura 1.8c), indicou a existéncia de duas ou
trés subpopulagdes (K2= 8,9 e K3= 9,6), com valores de Fg1)= 0,419 e Fg2= 0,01 (no
caso de 2 subpopulagdes). Os valores de (Q) também indicam duvida para a alocacéo de
alguns dos individuos nas subpopulacées.

N&o ha divida de que a diferenciacdo detectada por marcadores moleculares é
maior em alguns locos do que em outros. Isto significa que algumas regiées do genoma
de P. viticola permitem uma melhor avaliacdo do processo de diferenciacdo de
subpopulacdes do que outras regides. Este fenémeno tem sido observado em diferentes
organismos, como em humanos, onde valores de Fst para 0 mesmo conjunto
populacional podem variar dependendo do tipo de marcador utilizado (SSR, SNPs)
(Holsinger & Weir, 2009) e do grupo de marcadores dentro de cada classe. Isto significa
que ao selecionar os marcadores usados na analise de estruturacdo de populagdes, é
importante atentar para a cobertura gendmica, isto é, para 0 uso de uma bateria de
marcadores representativa e dispersa pelo genoma do organismo estudado, de forma a
amostrar as variacdes de locos com diferentes sinais da dinamica das populacbes
estudadas ou da sua propria historia evolutiva. E importante também que os marcadores
selecionados possuam o contetdo informativo adequado para a analise. No extremo,

uma pequena bateria de marcadores com alelos fixados, em contraste com a grande
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bateira de marcadores altamente polimorficos, seria pouco ou nada informativa para

uma analise de estrutura genética de populagdes.

1.3.6 Testes de independéncia a classificacdo de Plasmopara viticola em

subpopulaces e a origem das amostras coletadas

A relacdo entre a classificacdo geogréafica dos isolados de P. viticola coletados
no Brasil e a classificacdo dos isolados nas trés subpopulagdes do patdégeno foi
examinada através do emprego de Testes Exatos de Fisher para examinar a
independéncia entre estas variaveis. Para isto, os isolados foram inicialmente
classificados em trés categorias: oriundos do estado do Rio Grande do Sul e de S&o
Paulo (maior representagdo no total de amostras analisadas) e de “outros estados”. Os
isolados foram ainda classificados de acordo com as trés categorias de subestruturacdo
(PvG1, PvG2 e PvG3). O teste foi realizado pela analise de tabela de contingéncia 3x3.
O valor estimado do teste exato de Fisher para esta comparacdo foi 0,00000019,
indicando que a classificacdo geografica e a classificacdo de subpopulacdes do patdégeno
ndo sdo independentes. H& evidéncia estatistica, portanto, para afirmar que a
classificacdo geografica dos isolados esta associada a classificacdo dos mesmos em
subpopulaces.

Em outro teste, os isolados foram divididos em dois grandes grupos: isolados
oriundos de Sao Paulo, por apresentar alta variabilidade de isolados classificados nas
trés subpopulacdes do patdgeno, e em outro grupo, isolados oriundos dos demais
estados. O teste foi realizado pela andlise de tabela de contingéncia 2x3. O valor do

Teste Exato de Fisher foi 0,00007422, novamente significativo. Os isolados ainda foram
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separados de acordo com trés regides geogréaficas brasileiras: Centro-Oeste, Sudeste e
Sul, resultando em um valor estimado do Teste Exato de Fishersys = 0,00049, e Sudeste
e Sul (eliminando as poucas amostras do Centro-Oeste), resultando em um valor
estimado do Teste Exato de Fisheras = 0,0001458. Todos estes resultados indicam,
portanto, que ndo ha independéncia entre a origem geografica dos isolados e a
classificagdo dos mesmos nas trés subpopulagbes detectadas. Em outras palavras, as
subpopulacdes do patdgeno estdo distribuidas de acordo com a classificacdo geografica
dos isolados.

Esta conclusdo pode ser melhor examinada a luz dos dados da Tabela 1.12.
Observa-se que 19 isolados constituiram a subpopulacdo 1 (PvG1l), 65 constituiram a
subpopulacéo 2 (PvG2) e 8 constituiram a subpopulacédo 3 (PvG3), distribuidos em 23
municipios produtores de uva (Figura 1.9). Os isolados provenientes do Rio Grande do
Sul, maior estado produtor de uvas, representam 48,9% dos isolados analisados (45
isolados foram coletados neste estado). Apesar do grande numero de isolados do Rio
Grande do Sul, eles foram classificados apenas nas subpopulacbes PvGl e PvG2
(nenhum isolado da subpopulagdo PvG3 foi encontrada neste estado, ou em Santa
Catarina ou no Parana) (Figura 1.5). Por outro lado, foram coletados apenas 6 isolados
em Minas Gerais (6,5% do total de isolados) e, no entanto, eles estdo distribuidos nas
trés subpopulacdes do patdgeno (PvGl, PvG2 e PvG3).

Ja os isolados provenientes dos estados do Mato Grosso, Parana, Rio de Janeiro
e Santa Catarina sdo todos da subpopulacdo PvG2. Isolados provenientes do Distrito
Federal e Espirito Santo pertencem as subpopulacdes PvG2 e PvG3. Por fim, os
isolados coletados em Sdo Paulo pertencem as trés subpopulacdes (PvG1l, PvG2 e

PVG3).
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Figura 1.8. Distribuicdo dos 92 isolados de Plasmopara viticola em subpopulagBes do patégeno de acordo com trés grupos de marcadores moleculares selecionados com base
no valor relativo de PIC (baixo, médio e alto). Os valores de AK e a probabilidade de incluséo (Q) de cada isolado nas diferentes subpopulacées (barras coloridas) sdo
apresentados para (a) Grupo 1 (PIC baixo), (b) Grupo 2 (PIC médio) e (c) Grupo 3 (PIC alto).
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Estes dados indicam que h& uma relacéo entre a classificacdo geogréafica dos isolados e
a classificacdo em subpopulacdes do patdgeno, constatada pelos Testes Exatos de Fisher. A
maior diversidade do patdégeno foi encontrada na Regido Sudeste, nos Estados de S&o Paulo e
Minas Gerais, onde isolados das trés subpopulacdes foram amostrados. Embora ndo haja
informacdo entre a classificacdo dos isolados em subpopulacbes e resisténcia genética ao
patdgeno, os resultados sugerem que os testes de campo para resisténcia ampla ao patégeno
devem ser conduzidos em regides que apresentam maior diversidade de subpopulagdes, como
Sao Paulo e Minas Gerais.

Os Testes Exatos de Fisher foram também usados para examinar a independéncia entre
a classificacé@o dos isolados em subpopulacbes do patdgeno e o fato deles terem sido isolados
em diferentes espécies de Vitis (V. vinifera e V. labrusca). Parece l0gico tentar verificar se
uma maior diversidade de espécies de videira favorece a diversificacdo do patdgeno em
diferentes subpopulacdes.

O teste foi realizado pela analise de tabela de contingéncia 2x3. O valor estimado do
Teste Exato de Fisher foi 0,016. Ha indicativo, portanto, de associacao entre a espécie de uva
plantada (V. labrusca ou V. vinifera) e a classificacdo de subpopulacdes do patdgeno (PvGl,
PvG2 e PvG3). A Figura 1.10 ilustra esta associacdo. Observa-se na figura que os isolados de
P. viticola da subpopulacdo PvG2 sdo encontrados na mesma frequéncia em variedades das
espécies V. labrusca e V. vinifera. Contudo, a frequéncia de isolados da subpopulacdo PvG3
coletados em V. vinifera é muito baixa (3%) enquanto que em V. labrusca é mais elevada
(20%). O oposto ocorre com isolados da subpopulacdo PvG1: sdo encontrados em baixa

frequéncia (10%) em V. labrusca e em frequéncia mais elevada (25%) em V. vinifera.
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Tabela 1.12. Distribuicdo de 92 isolados de Plasmopara viticola oriundos de diferentes
regides geogréficas do Brasil, representadas em 23 municipios produtores de uva,
classificados de acordo com as subpopulagdes do patdgeno (PvG1l, PvG2 e PvG3).

Estado  Municipio Subpopulagdes Detectadas
PvGl PvG2 PvG3 N° de isolados
DF Lago Oeste-DF - - 1,00 2
DF Planaltina - 1,00 - 2
ES Santa Tereza - 0,80 0,20 5
GO  Cocalzinho 0,25 0,75 - 4
MG  Caldas - 1,00 - 3
MG  Santana dos Montes - 0,50 0,50 2
MG  Santa Barbara 1,00 - - 1
MT Nova Mutum - 1,00 - 2
RJ Paraiba do Sul - 1,00 - 1
SP Indaiatuba - 0,33 0,67 3
SP Jales 1,00 - - 7
SP Louveira - 0,50 0,50 4
SP Palmeira D'Oeste 1,00 - - 2
SP Tupi Paulista - 1,00 - 2
PR Marialva - 1,00 - 2
PR Rolandia - 1,00 - 2
RS Bento Gongalves 0,17 0,83 - 24
RS Caxias do Sul 0,10 0,90 - 10
RS Erechim - 1,00 - 2
RS Flores da Cunha 0,40 0,60 - 5
RS Monte Belo 1,00 - - 1
RS Séo Valentim - 1,00 - 3
SC Videira - 1,00 - 3

N&o ha dados precisos sobre a distribuicdo geogréafica de plantios de variedades de V.
labrusca e V. vinifera no Brasil. Contudo, é possivel presumir que as regiées do Brasil que
possuem maior diversidade de plantio de variedades de diferentes espécies de Vitis para
producdo de vinho, suco, passas ou consumo in natura, devem possuir também maior
diversidade de subpopulacdes do patdgeno. O Estado de Sdo Paulo, por exemplo, parece se

adequar a esta situacao.
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Figura 1.9. Mapa geogréafico do Brasil com a localizac¢do das coletas de 92 populacbes de P. viticola,
durante os anos de 2011, 2012 e 2013. A legenda mostra os municipios e os estados produtores de uva:
A-B (Distrito Federal), C (Espirito Santo), D (Goias), E-G (Minas Gerais), H (Mato Grosso), 1-J
(Parand), K (Rio de Janeiro), L-Q (Rio Grande do Sul), R (Santa Catarina) e S-W (Sao Paulo).
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Figura 1.10. Distribuicdo de frequéncia de isolados de Plasmopara
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A deteccédo de estruturagdo em amostras de isolados de P. viticola utilizando baterias
mais extensas de marcadores microssatélites ainda é rara em mildio. No presente trabalho
foram empregados 15 marcadores microssatélites (10 deles recém-desenvolvidos) para
genotipar 92 isolados do patégeno. Foram detectados 242 gendtipos, distribuidos em 3
subpopulagbes (PvG1l, PvG2 e PvG3). Fontaine et al. (2013) utilizaram oito marcadores
microssatélites e 1.146 isolados do patdgeno, coletados em 68 vinhedos em toda Europa, e
detectaram 515 gendtipos distribuidos em apenas duas subpopulagdes. As duas subpopulacbes
possuem origens geogréaficas distintas, sendo a primeira composta por isolados obtidos de
vinhedos da Europa Ocidental e a segunda de vinhedos do Leste da Europa. Outro estudo
descreve a genotipagem de 8.991 isolados de P. viticola (Gobbin et al., 2006), coletados em 5
paises (Franca, Suica, Italia, Alemanha e Grecia). Os isolados foram genotipados com apenas
4 marcadores microssatélites. Foram identificados 3.910 genotipos e os autores concluiram
que a amostra de isolados de mildio estava estruturada em cinco subpopulacGes, associadas
com a origem geografica. Rumbou & Gessler (2006) genotiparam 1.322 isolados de mildio de
vinhedos das Ilhas Gregas (3 ilhas). Foram utilizados 4 marcadores na genotipagem e
detectados 204 genotipos, distribuidos em 3 subpopulagdes, originarias das 3 ilhas
amostradas. Em 2007 esses mesmos autores genotipagem 4.872 amostras coletadas na Grécia
com 4 marcadores microssatelites, e detectaram 1297 genotipos, distribuidos em 16
subpopulac@es (Rumbou & Gessler, 2007).

Estes estudos parecem indicar que as estimativas de diversidade genética e do nivel de
estruturacdo de amostras de isolados de P. viticola apresentam grande variacdo em funcdo de
fatores como: (a) especifidades dos isolados coletados (efeitos de deriva genética, migracdo
ou movimentacdo de clones contaminados, capacidade reprodutiva do patégeno, dindmica da
associacdo patogeno-hospedeiro, etc.); (b) especificidade dos marcadores moleculares

(nimero de marcadores empregados na genotipagem, contetdo informativo dos marcadores,
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emprego de marcadores de motivo complexo na analise, etc.); (c) especificidade do ambiente,
tais como: condicdes climaticas afetando as fases reprodutivas (sexuada e assexuada) do
patdgeno, isolamento geografico, histérico da interagdo patdgeno-hospedeiro nas regides
produtoras, uso intensivo de fungicidas, etc. O desafio atual do estudo de genética de
populacdes de P. viticola esta no desenho de experimentos que permitam separar algumas das
variaveis acima para melhor compreensdo da dindmica das populagdes do patdégeno. O
emprego de ferramentas moleculares como sequenciamento NGS e marcadores moleculares
contribui para uma melhor compreensdo destas variaveis, conforme observado no presente
trabalho. Este conhecimento tem implicacdes diretas no desenvolvimento de estratégias de

melhoramento genético para resisténcia ao mildio.
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1.4 CONCLUSOES

e O sequenciamento NGS possibilitou a montagem parcial (de novo) de 84.482.175 pb do
genoma de P. viticola, distribuidos em 93.134 contigs. A analise do genoma parcial montado
possibilitou a deteccdo de 146.822 locos microssatélites di-nucleotideos com motivos
perfeitos no genoma do fungo;

e Um conjunto de 34 sequéncias microssatélites de dinucleotideos (motivos AT e AC) foi
selecionado para o desenvolvimento de marcadores SSR (Simple Sequence Repeat) para
estudos genéticos de P. viticola.

e Os 15 marcadores selecionados possibilitaram a identificacdo de 242 genotipos nos 92
isolados de mildio. A amostra de 92 isolados apresentou estruturagéo, tendo sido dividida em
trés subpopulacdes, denominadas PvG1(Fs= 0,56), PvG2 (Fs= 0,25) e PvG3 (Fs = 0,24).

e Foi observado um grande efeito no uso de pequenas baterias de marcadores moleculares na
analise genética de populacbes do patdgeno, afetando a interpretacdo dos resultados de
substruturacdo populacional. A diferencia¢do detectada por marcadores moleculares foi maior
em alguns locos do que em outros.

e A classificacdo geografica dos isolados apresenta associacdo com a classificacdo
subpopulacional do patdgeno. Os isolados oriundos dos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais
apresentaram maior diversidade de subpopulacbes do que isolados de outras regides
tradicionais no cultivo de uva no Brasil, como o Rio Grande do Sul.

e Ha evidéncia de que a classificacdo de subpopulacbes do patdgeno esteja também
associada com a espécie de videira (V. labrusca e V. Vinifera) de onde os isolados foram
obtidos.

e Embora ndo haja informacgdo entre a classificagdo dos isolados em subpopulagdes e

resisténcia genética ao patdgeno, os resultados sugerem que os testes de campo para
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resisténcia ampla ao patdgeno devem ser conduzidos em regibes que apresentam maior

diversidade de subpopulagfes, como Séo Paulo e Minas Gerais.
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