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UnB 1188 (parte inferior). B: Isolado mutante A3%%" (parte superior) e isolado selvagem
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Figura 5. Curvas de crescimento dos isolados selvagens (UnB 1188 e A3) e mutantes
(UnB 1188%a" ¢ A3%a") de Xanthomonas citri pv. viticola cultivados em meio liquido
(NYDA) a 28 °C, sob agitacdo (200 rpm) por 24 horas. Cada ponto no grafico
corresponde a média de densidades Opticas (O.D. 600nm) calculadas a partir de dados
coletados em dois ensaios INAEPENUENTES. ..........coviiiieierieriere e
Figura 6. Dinamica populacional de isolados selvagens (UnB 1188 e A3) e mutantes
(UnB 1188a" ¢ A3ka") de Xanthomonas citri pv. viticola em videira da variedade
Thompson Seedless, ap06s inoculacdo foliar por infiltracdo com suspensdo bacteriana
ajustada para 108 UFC ml?. Os resultados representam a média de dois ensaios
independentes. Dias ap6s a inoculagdo seguido pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade................cccooveviviiiiicinennnnn,
Figura 7. Sintomas causados por Xanthomonas citri pv. viticola (Xcv) em folhas e
foliolos de Senna obtusifolia, 12 dias ap6s inoculagio de suspensdo bacteriana (108
UFC ml?) pelo método de friccdo com gaze. A, B e C: Controle negativo, superficie
adaxial e abaxial de folhas e foliolos inoculados com solucgéo esterilizada sulfato de
magnésio (10 mM) contendo de Tween 20 (0,05%); D, E, F: Sintomas de clorose,
necrose e cancro observados na superficie adaxial e abaxial de folhas e foliolos; G:
Cl0SE-UP dOS SINTOMAS.......ueeiieiiiiiiiiiesie et

Figura 8. Sintomas de clorose e necrose causados por Xanthomonas citri pv. viticola
(Xcv) em folhas de plantas pertencentes a familia Amaranthaceae, 12 dias ap0os
inoculacdo. Folhas do lado esquerdo de cada parte da figura representam o controle
negativo, inoculacdo com solucdo esterilizada de sulfato de magnésio (10 mM)
contendo Tween 20 (0,05%) e o lado direito folhas inoculadas com suspensdo
bacteriana (108 UFC ml) de Xcv pelo método de friccdo com gaze. A: Amaranthus
cruentus; B: A, spinosus; C: Chenopodium  giganteum; D: C.
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Figura 9. Dinamica da populagéo epifitica do isolado selvagem (P7) e mutante (A3*2")
de Xanthomonas citri pv. viticola em Senna obtusifolia, apds inoculagdo por
pulverizacdo de suspensdo bacteriana (108 UFC ml™?). Os resultados representam a
média de dois ensaios independentes. Dias apos a inoculacéo seguido pela mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.....................
Figura 10. Dindmica da populagéo total do isolado selvagem (P7) e mutante (A3%e")

de Xanthomonas citri pv. viticola em Senna obtusifolia, ap6s inocula¢do por friccéo
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com gaze umedecida com suspensdo bacteriana (108 UFC ml?). Os resultados
representam a média de dois ensaios independentes. Dias ap0s a inoculagdo seguido
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
[O1£0] 2= o1 1T F= o[- SO
Figura 11. Progresso da severidade dos sintomas em folhas de Senna obtusifolia
causados por Xanthomonas citri pv. viticola, 4-20 dias apds inoculacéo de suspensao
bacteriana (108 UFC mI™) por infiltraGao..........cccevivevivieeeeeiiees s,
Figura 12. Sintoma de cancro observado em caule de Senna obtusifolia, 20 dias ap6s
a inoculacdo de Xanthomonas citri pv. viticola. As plantas foram inoculadas com o0s
isolados selvagem e mutante, P7 (A) e A3%" (B), respectivamente.............cccc..cceveeveenee.
Figura 13. Colonizacdo acropetal e basipetal de Senna obtusifolia por dois isolados de
Xanthomonas citri pv. viticola, um selvagem (P7) e um mutante resistente a canamicina
(A3, As avalicOes foram realizadas aos 14 (A) e aos 21 (B) dias ap6s a inoculago.
Populacgdes foram determinadas em segmentos de caule (1 cm) coletados a distancias
de 1, 5, 10, 15 cm acima e abaixo (-) do ponto de inoculacdo (PI). Asteriscos denotam
diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade em A3
comparado com P7, em cada distancia e tempo de avaliaGio............cccoevverereriiinieienns
Figura 14. Gel de agarose (1,5 %) mostrando os produtos da PCR (166 pb), obtidos
com os primers especificos (Xpig2F/1R) que indicam a presenca ou auséncia de
Xanthomonas citri pv. viticola (Xcv) em amostras de segmentos de caule de Senna
obtusifolia coletados em diferentes distancias acima (+) e abaixo (-) do ponto de
inoculacéo (PI). As plantas foram inoculadas com os isolados selvagem e mutantes, P7
(A) e A3k (B), respectivamente. Linha 1: PI; 2: +1 cm; 3: 45 cm ; 4: +10 cm; 5: +15;
6: -1 cm; 7: -5 cm ; 8: -10 cm; 9: -15; 10: Controle Negativo PCR (agua destilada
esterilizada); 11: Controle Negativo experimento [plantas inoculadas com solucéo
esterilizada de sulfato de magnésio (10 mM) contendo Tween 20 (0,05%)]; 12:
Controle positivo PCR [DNA Xcv (10 ng pli1)];  M: Marcador 100 pb
[ To VT o ) PSP PP P TR RURROPRPRRS
Figura 15. Dindmica da populacéo total do isolado AM1 de Xanthomonas citri pv.
viticola em espécies de plantas da familia Amaranthaceae ap6s inoculacéo por fricgdo
com gaze umedecida com suspensdo bacteriana (102 UFC ml™?). Os resultados
representam a média de dois ensaios independentes. Colunas com a mesma letra

mindscula para espécies da familia Amaranthaceae e maidscula para tempos de
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avalicdo (dias apos a inoculacdo) ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5% de ProbabTHAAAE. ...........oiiiiiie e
Figura 16. Progresso da incidéncia de sintomas (clorose e necrose) em folhas de
plantas da familia Amaranthaceae causados por Xanthomonas citri pv. viticola, isolado
AM1, 4-20 dias apds a inoculagéo de suspensio bacteriana (108 UFC ml™) pelo método
A€ FHICGAD COM GAZE..... .ot bbbt
Figura 17. Colonizacéo acropetal do isolado AM1 de Xanthomonas citri pv. viticola
em espécies de plantas da familia Amaranthaceae. Populagdes foram determinadas em
segmento de caule (1 cm) coletados a 5 cm acima do ponto de inoculagdo. Os
resultados representam a média de dois ensaios independentes. Colunas com a mesma

letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.................

Capitulo 4

Figura 1. Sequéncias parciais do gene efetor do tipo 111 (T3ESs) xopAD de trés isolados
de Xanthomonas citri pv. viticola, o patotipo indiano (LMG 965) e dois brasileiros
(CCRMXCV 80 e CFBP 7764). A localizacéo da delecdo de um nucleotideo na posicéao
1384 na sequéncia do patotipo indiano esta indicada pelo simbolo (-). Esta dele¢do
resulta em uma proteina truncada. A posi¢cdo prematura do cddon de parada estd
INdiCada POI UM ASEEIISCO.......icviiiieiecie sttt ettt e sreete e e snaenas
Figura 2. Filogenia de isolados de Xanthomonas citri pertencentes a diferentes
patovares com base nas sequéncias do gene efetor do tipo Ill, hpaA. A arvore
filogenética foi construida usando o método de Maxima Verossimilhanca. A confianca
dos nos foi testada com 1.000 réplicas de bootstrap. Valores de bootstrap abaixo de 50
% ndo sdo mostrados. A escala representa o nimero de substituicdes por site. A arvore
esta enraizada na sequéncia do gene hpaA do isolado 85-10 de X. euvesicatoria..............
Figura 3. Filogenia de isolados de Xanthomonas citri pertencentes a diferentes
patovares com base nas sequéncias do gene efetor do tipo Ill, xopA. A arvore
filogenética foi construida usando o método de Maxima Verossimilhanca. A confianca
dos nos foi testada com 1.000 réplicas de bootstrap. Valores de bootstrap abaixo de 50
% n&o sdo mostrados. A escala representa o nimero de substituigdes por site. A arvore
esta enraizada na sequéncia do gene xopA do isolado 85-10 de X. euvesicatoria..............
Figura 4. Filogenia de isolados de Xanthomonas citri pertencentes a diferentes

patovares com base nas sequéncias do gene efetor do tipo Ill, xopN. A arvore
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filogenética foi construida usando o método de Maxima Verossimilhanca. A confianca
dos nés foi testada com 1.000 réplicas de bootstrap. Valores de bootstrap abaixo de 50
% ndo sdo mostrados. A escala representa o nimero de substituicdes por site. A arvore
esta enraizada na sequéncia do gene xopN do isolado 85-10 de X. euvesicatoria..............
Figura 5. Filogenia de isolados de Xanthomonas citri pertencentes a diferentes
patovares com base nas sequéncias do gene efetor do tipo Ill, xopQ. A arvore
filogenética foi construida usando o método de Maxima Verossimilhanca. A confianca
dos nos foi testada com 1.000 réplicas de bootstrap. Valores de bootstrap abaixo de 50
% nao sao mostrados. A escala representa o nimero de substitui¢cdes por site. A arvore
esta enraizada na sequéncia do gene xopQ do isolado 85-10 de X. euvesicatoria.............
Figura 6. Filogenia de isolados de Xanthomonas citri pertencentes a diferentes
patovares com base nas sequéncias do gene efetor do tipo Ill, xopZl. A arvore
filogenética foi construida usando o método de Maxima Verossimilhanca. A confianca
dos nds foi testada com 1.000 réplicas de bootstrap. Valores de bootstrap abaixo de 50
% ndo sdo mostrados. A escala representa o nimero de substituicdes por site. A arvore

esta enraizada na sequéncia do gene xopZ1 do isolado 85-10 de X. euvesicatoria............
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Resumo Geral

Villela, Jodo Gilberto Alves. Xanthomonas citri pv. viticola: deteccdo, diversidade de
efetores e interacdo com hospedeiras alternativas. 2019. 164p. Doutorado em Fitopatologia

— Universidade Brasilia, Brasilia, DF.

O cancro bacteriano da videira, causado por Xanthomonas citri pv. viticola (Xcv), é a doenca
de maior preocupacdo entre os viticultores da regido do Submédio do Vale do S&o Francisco,
sendo responsavel por quedas expressivas na producdo, principalmente em variedades de uvas
finas para mesa. Devido a sua ocorréncia restrita e por representar risco ao desenvolvimento da
viticultura nacional, o agente etiolégico da doenca é regulamentado como uma Praga
Quarentenaria Presente (PQP). Os objetivos principais deste estudo foram: (i) estabelecer
protocolos de detec¢do molecular de Xcv em videiras assintomaticas via PCR em tempo real
(gPCR), (ii) investigar aspectos da interacdo entre Xcv e hospedeiras alternativas e (iii)
caracterizar o repertério de genes efetores do tipo 111 (T3Es) em Xcv. Para o desenvolvimento
de protocolos de detecgdo molecular, foram desenhados e selecionados dois novos pares de
primers, tendo como alvos sequéncias do gene de patogenicidade hrpB (Xcv18F/19R) e do
cluster referente a sintese do pigmento xantomonadina (Xpig2F/1R). O par Xcv18F/19R
apresentou especificidade limitada, mas foi eficiente para uso tanto em PCR convencional
(cPCR) quanto em gPCR, enquanto o par Xpig2F/1R foi altamente especifico para Xcv, mas
mostrou baixa eficiéncia no formato qPCR. O limiar de detec¢do de Xcv em material vegetal
foi determinado por extracdo de DNA total e enriquecimento das amostras em meio
semisseletivo seguido de cPCR com os dois pares de primers selecionados e gPCR apenas com
0 par Xcv18F/19R. Para tanto, foram preparados extratos de folhas de videira com
concentragdes de indculo variando de 10 a 1 UFC ml?. Utilizando a etapa prévia de
enriquecimento das amostras em meio de cultura observou-se um aumento de 10 vezes na
sensibilidade, quando comparado com a extracdo de DNA total. A maior sensibilidade foi
obtida no formato qPCR, detectando-se uma concentracdo inicial de 10 UFC ml?. Em
condicOes de infeccdo natural no campo, amostras de videiras sintomaticas e assintomaticas
foram testadas por dois protocolos: gPCR com o par de primers Xcv18F/19R e cPCR com o
par Xpig2F/1R. Nos dois casos empregou-se o enriquecimento prévio dos extratos em meio de
cultura por 36-72h. Com ambos protocolos, detectou-se a presenca de Xcv em todas as
amostras sintomaticas. Nas amostras assintomaticas, a bactéria foi detectada em 93,4% por

gPCR e em 89,5% por cPCR. Os protocolos desenvolvidos neste estudo apresentam vantagens



quanto a especificidade e sensibilidade, sendo ferramentas valiosas para a deteccdo e
identificacdo de Xcv em diferentes situacOes, tanto para fins de pesquisa quanto para rotinas de
inspecdo fitossanitaria. Estudos de interacdo de Xcv com hospedeiras alternativas foram
conduzidos para investigar a capacidade de colonizacdo e translocagédo vascular do patdégeno
em Senna obtusifolia, e em espécies da familia Amaranthaceae (Amaranthus cruentus, A.
spinosus, Chenopodium giganteum e C. quinoa). Ensaios de dinamica populacional
demostraram que Xcv foi capaz de colonizar plantas de todas as cinco espécies avaliadas, além
de sobreviver epifiticamente, por pelo menos 20 dias, em populacdes altas em folhas de S.
obtusifolia. A capacidade de translocacdo vascular foi avaliada por inoculagdo do patdgeno em
caule e posterior deteccdo por BIO-PCR. Em plantas de S. obtusifolia, foi avaliada a
translocacdo acropetal e basipetal, e em plantas da familia Amaranthaceae, apenas a
translocacdo acropetal. Resultados sugerem que Xcv é capaz de colonizar de forma sistémica
todas as espécies avaliadas. Para caracterizar o repertério de genes T3Es em Xcv, foram
realizadas analises in silico nos trés genomas disponiveis, pertencentes a dois isolados
brasileiros (CCRMXCV 80 e CFBP 7764) e o patotipo indiano (LMG 965). Como resultado,
foi identificado um repertdrio Unico de 27 genes. Porém, ao analisar as sequéncias de cada gene,
foi observado uma delecdo de um nucleotideo no gene xopAD do patotipo indiano, resultando
em uma proteina truncada. A distribuicdo de 29 genes T3Es de Xanthomonas spp., incluindo
20 dos genes detectados nos trés genomas de Xcv, foi determinada por PCR em uma colecao
de 68 isolados de Xcv. A diversidade de viruléncia dos isolados de Xcv em videira também foi
avaliada com o objetivo de investigar possivel correlacdo com a presenca dos genes T3Es. Os
resultados de PCR revelaram a presenca de 22 genes T3Es em todos os isolados de Xcv, em

contraste com uma alta diversidade de viruléncia em videira entre os isolados.

Palavras chave: cancro bacteriano da videira, diagnose, Vitis vinifera, Xanthomonas

campestris pv. viticola

Orientadora — Marisa Alvares da Silva Velloso Ferreira — Universidade de Brasilia.



General Abstract

Villela, Jodo Gilberto Alves. Xanthomonas citri pv. viticola: detection, diversity of effectors
and interaction with alternative hosts. 2019. 164p. Doctorate in Plant Pathology —

Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

Grapevine bacterial canker, caused by Xanthomonas citri pv. viticola (Xcv), is one of the most
important diseases concerning table grape production in Submédio do Vale do Sao Francisco
region, in Brazil. Because of its restricted geographical occurrence and the risk to the
development of national viticulture, Xcv is regulated as a Present Quarantine Pest. The main
objectives of this study were: (i) to develop molecular detection protocols of Xcv in
asymptomatic grapevines via real-time PCR (qPCR), (ii) to investigate the interaction between
Xcv and alternative hosts and (iii) to characterize the repertoire of type I11 effector genes (T3ES)
in Xcv. For the development of molecular detection protocols, two new pairs of primers were
designed and selected, having as targets sequences of the pathogenicity gene hrpB
(Xcv18F/19R) and the xanthomonadin-coding cluster (Xpig2F/1R). The Xcv18F/19R primers
showed limited specificity, but were efficient for use in both cPCR and gPCR, while Xpig2F/1R
primers were highly specific for Xcv, but showed low efficiency in the gPCR format. The
detection limit of Xcv in plant material was determined by total DNA extraction and sample
enrichment in semi-selective medium followed by cPCR with the two selected primer pairs and
gPCR with Xcv18F/19R. Grapevine leaf extracts spiked with bacterial suspensions at
concentrations ranging from 107 to 1 CFU ml™ were prepared. Enrichment of plant extracts in
semi-selective culture medium before PCR allowed a significant increase (10x) in sensitivity
when compared to total DNA extraction protocol, making it possible to detect as low as 10 CFU
ml~. Under natural infection conditions, samples of symptomatic and asymptomatic grapevines
were tested by two protocols: gPCR with primers hrpB and cPCR with xanthomonadin primers.
In both cases, the plant extracts were enriched in culture medium for 36-72h. Xcv was detected
in all symptomatic samples, and the result was confirmed by cPCR with the more specific
primers Xpig2F/1R. For the asymptomatic samples, Xcv was detected in 93.4% with gPCR and
in 89.5% of the samples with cPCR. These two protocols offer advantages in terms of
sensitivity and specificity, being valuable tools for detection and identification of Xcv in
different situations, both for research purposes and for phytosanitary inspection routines. The
colonization ability and vascular translocation of Xcv on alternative hosts was investigated by

pathogenicity assays in Senna obtusifolia, and in species of the Amaranthaceae family

Xi



(Amaranthus cruentus, A. spinosus, Chenopodium giganteum and C. quinoa). Population
dynamics assays showed that Xcv was able to colonize all plant species evaluated, and also to
survive epiphytically for at least 20 days in high populations on leaves of S. obtusifolia. The
ability to invade plant tissues systemically was evaluated by stem inoculation and subsequent
detection by BIO-PCR. For S. obtusifolia acropetal and basipetal translocation was detected,
but only acropetal translocation was observed in Amaranthaceae plants. Xcv translocated in all
plants evaluated, indicating that colonization may occur systemically. To characterize the
repertoire of T3Es genes in Xcv, in silico analysis were performed with the three available
whole genomes, from two Brazilian strains (CCRMXCV 80 and CFBP 7764) and the Indian
pathotype (LMG 965). As a result, a unique repertoire of 27 genes was identified. However, by
analyzing the sequences of each gene, a deletion of a nucleotide in the xopAD gene of the Indian
pathotype was observed, resulting in a truncated protein. The distribution of 29 T3Es from
Xanthomonas spp., including 20 genes detected in the three Xcv genomes, was determined by
PCR in a collection of 68 Xcv strains. The virulence of Xcv strains in grapevine was also
evaluated in order to investigate a possible correlation with the distribution of T3Es genes. PCR
results revealed the presence of 22 T3Es genes in all Xcv strains, in contrast, higher diversity

virulence on grapevine leaves among strains was detected.

Keywords: grapevine bacterial canker, PCR-based diagnosis, Vitis vinifera, Xanthomonas

campestris pv. viticola

Advisor — Marisa Alvares da Silva Velloso Ferreira — Universidade de Brasilia.
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cAPiTULO 1

Introducao



INTRODUCAO
1. Culturada Videira

A videira surgiu no Periodo Terciario, milhGes de anos antes do aparecimento do
homem, provavelmente na atual Groenlandia, conforme comprovam achados arqueoldgicos e,
a partir desse ponto, as videiras primitivas dispersaram-se para novas regides, diferenciando-se
em novas espécies (Sousa, 1996). Atualmente, considera-se a existéncia de trés centros de
origem: Eurasia, America e Asia Oriental (OIV, 2017).

A videira pertence ao Reino Plantae; Sub-reino: Viridiplantae; Infra-reino:
Streptophyta;  Superdivisdo:  Embryophyta; Divisdo:  Tracheophyta;  Subdiviséo:
Spermatopgytina; Classe Magnoliopsida; Ordem Vitales; Familia: Vitacae; Género: Vitis (ITIS,
2011). O género Vitis possui cerca de 80 espécies, incluindo videiras selvagens e cultivadas.
Existem, no mundo, numerosas variedades de uvas cultivadas, as denominadas uvas finas (Vitis
vinifera L.) e as uvas comuns (V. labrusca L., outras espécies e seus hibridos) (Reisch & Pratt,
1996; OIV, 2017).

As uvas sdo usadas em todo o mundo para consumo in natura e para processamento.
Segundo dados da FAO (2017), a produ¢do mundial de uvas foi, em 2017, de 74,28 milhdes de
toneladas, em uma area cultivada de 6,9 milhdes de hectares. Os trés maiores produtores sdo:
China, Itélia e Estados Unidos. Juntos esses paises sao responsaveis por 36,26 % da producédo
mundial. O Brasil ocupa a 112 colocacao, representando 2,6 % da produgéo total. Em 2018, a
producdo de uvas no Brasil foi de 1,59 milhdes de toneladas, em uma area de 75.481 hectares.
O estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor, seguido de Pernambuco e Séo Paulo (IBGE,
2018). A regido Sul destaca-se como a maior produtora do pais, porem a uva produzida nessa
regido destina-se, principalmente, a producéo de vinho, sucos e derivados, enquanto nas regides

Nordeste e Sudeste predomina a producao de uvas de mesa (Mello, 2018).



A producéo de uva no Nordeste do Brasil concentra-se principalmente no Submédio do
Vale do S&o Francisco, localizado na regido semiérida dos estados de Pernambuco e Bahia, nos
polos de fruticultura em Petrolina e Juazeiro, respectivamente. Estima-se que a participacéo
dessa regido pode chegar a 90% da producéo nacional e a 99% das exportacGes nacionais de
uvas finas para mesa com e sem sementes (Lazzarotto & Fioravango, 2013).

A viticultura no Submédio do Vale do Séo Francisco vem ganhando destaque, ndo
apenas pela expansao da area cultivada e do volume de producgdo, mas principalmente pela alta
produtividade, acima da média nacional (IBGE, 2018). A alta produtividade alcangada na
regido ocorre em virtude das condi¢Bes climéaticas da regido, que aceleram 0s processos
fisiologicos da videira, aliado ao manejo da irrigacdo e podas programadas, fatores que
propiciam até duas safras e meia por ano (Silva & Correia, 2010).

A cultura da videira encontra-se em expansdo para outros estados sem tradicdo da
viticultura, como Distrito Federal, Goids e Mato Grosso (IBGE, 2018). Apesar de todos 0s
aspectos positivos da expansdo da cultura, 0 manejo inadequado pode ser problemaético, a isso

deve-se somar condicdes climaticas favoraveis a problemas fitossanitarios.

2. Doengas da videira

A videira é uma das principais fruteiras cultivadas no mundo (FAO, 2017). O manejo
da cultura é diversificado, pois varia de acordo com o clima local. Essa diversificacdo faz com
que a videira se desenvolva sob condi¢Ges ambientais totalmente diferentes, e assim, os cultivos
sdo acometidos por problemas fitossanitarios distintos em cada regido, dentre estes, destacam-
se as doencas bioticas, causadas por fungos, virus, nematoides e bactérias (Barbosa et al., 2016).

No Brasil, as principais doencas da videira causadas por fungos séo: oidio (Uncinula
necator), mofo cinzento (Botryotinia fuckeliana), antracnose (Elsinoe ampelina), podridao seca

ou morte descendente (Botryodiplodia theobromae), fusariose (Fusarium oxysporum f. sp.



herbemontis) e a ferrugem (Phakopsora euvitis) (Garrido & Gava, 2014). Além destas, 0
mildio, causado pelo oomiceto Plasmopara viticola, também é considerada uma importante
doenca da cultura no pais (Amorim et al., 2016). Recentemente Canale et al. (2019) relataram,
pela primeira vez no pais, a ocorréncia do fungo Pleurostomophora richardsiae, responsavel
pelo declinio de videiras em Santa Catarina.

Dentre as fitoviroses relatadas no pais destacam-se: enrolamento da folha (Grapevine
leafroll-associated virus), mosaico das nervuras (Grapevine fleck virus), complexo do lenho
rugoso (Grapevine virus A e Grapevine virus B) e canelura do tronco da videira (Grapevine
rupestris stem pitting-associated) (Amorim et al., 2016; Basso et al., 2010). Nos parreirais
brasileiros, os principais nematoides que parasitam o sistema radicular causando disturbios,
tanto anatdmicos, como fisioldgicos sdo os nematoides das galhas (Meloidogyne javanica e M.
incognita), os das lesdes (Pratylenchus brachyurus, P. jordanensis e P. thornei) e as espécies
conhecidas por nematoides-punhal ‘“dagger nematodes” (Xiphinema americanum, X.
brasiliensis, X. index e X. krugi) (Campos et al., 2003; Naves, 2005). Dentre as fitobacterioses,
apenas duas foram relatadas no pais até o presente: a galha da coroa (Rhizobium radiobacter e
R. vitis) e o cancro bacteriano (Xanthomonas citri pv. viticola), sendo esta Gltima a de maior
importancia econémica (Tavares et al., 2000; Malavolta Junior et al., 1999b). No entanto, duas
outras bacterioses importantes mundialmente representam ameacas para a viticultura nacional:
0 Mal de Pierce causado por Xylella fastidiosa subsp. fastidiosa e a necrose bacteriana por

Xylophilus ampelinus (Ferreira et al., 2015).

3. Cancro bacteriano da videira
3.1. Histdrico e distribuicao geografica
O cancro bacteriano da videira foi descrito em 1969 na india, quando Nayudu (1972)

verificou a presencga dos sintomas caracteristicos da doenga em videiras da variedade Anab-e-



Shahi em parreirais do Colégio Agricola de Tirupati, no estado de Andhra Pradesh. No Brasil,
a doenca foi relatada pela primeira vez em 1998, em parreirais da var. RedGlobe no Submédio
do Vale do S&o Francisco, em Petrolina, PE (Lima et al., 1999; Malavolta Janior et al., 1999b).
Na mesma época, a doenga também foi detectada nos estados da Bahia e do Piaui (Lima et al.,
1999; Malavolta Junior et al., 1999a). Focos da doenca foram posteriormente relatados nos
estados do Ceard (Freire & Oliveira, 2001), Goiés (Junqueira et al., 2006), Parana (Tomaz et
al., 2011), Roraima (Halfeld-Vieira & Nechet, 2006) e Sdo Paulo (Rodrigues Neto et al., 2011).
Por se tratar de uma doenca quarentenaria, com distribuicéo restrita, a erradicacdo das plantas
infectadas foi adotada para evitar a disseminacdo do patdgeno. O status atual do agente
etiologico da doenga € de praga regulamentada, classificada como Praga Quarentenaria
Presente (PQP), com registro nos estados de PE, BA, CE e RR (MAPA, 2018).

O cancro bacteriano € a doenca de maior preocupacao entre os viticultores da regido do
Submédio do Vale do Séo Francisco, pois além de causar queda na produtividade, impede o
transito de material propagativo a partir dos estados onde a bactéria é registrada, podendo
limitar a exportacdo de uva para mercados internos e externos (Ferreira et al., 2015).

A ocorréncia do cancro bacteriano da videira no mundo é restrita, com relatos na india
(Nayudu, 1972) e no Brasil (Lima et al., 1999; Malavolta Junior et al., 1999b). Em 2005, a
doenca foi relatada na Africa (Midha & Patil, 2014). O cancro bacteriano da videira representa,

portanto, uma ameagca ao cultivo da videira nas Américas, Australia e Europa.

3.2. Sintomatologia
Os sintomas do cancro bacteriano da videira podem se manifestar em varias partes da
planta (Figura 1). Nas folhas, surgem como pontos necraticos (1 a 2 mm de didmetro) com ou
sem halo amarelado, algumas vezes coalescendo e causando a morte de extensas areas do limbo

foliar. Nas nervuras e peciolos das folhas, bem como nos ramos e raquis dos frutos, formam-se



manchas escuras alongadas, que evoluem para fissuras longitudinais de coloragcdo negra,
conhecidas como cancros (Nayudu, 1972; Lima et al., 1999; Nascimento & Mariano, 2004).
Também podem ser observadas necrose nas inflorescéncias, manchas escuras e alongadas na
raquis dos frutos, desuniformidade e lesdes necréticas nas bagas (Lima & Moreira, 2012). A
severidade dos sintomas do cancro bacteriano varia de acordo com a variedade de videira. Uvas
finas (V. vinifera) sdo mais suscetiveis que uvas comuns (V. labrusca e hibridos
interespecificos), com maior incidéncia e severidade da doenca e menor periodo de incubagéo

(Nascimento et al., 2006).

Figura 1. Sintomas do cancro bacteriano da videira causado por Xanthomonas citri pv. viticola.
A. LesOes necréticas no limbo foliar e na nervura; B. LesGes necréticas no peciolo e nas
nervuras; C. LesBes necroticas nas folhas e nos ramos; D. Cancro no ramo; E. Cancro no
engaco; F. LesBes necroticas no engago e na baga. Fotos: Maria Angélica Guimardes Barbosa.



3.3. Etiologia

O agente etiologico do cancro bacteriano da videira é classificado dentro do Dominio
Bacteria, Classe Gammaproteobacteria, Ordem Xanthomonadales, Familia Xanthomonadaceae
e Género Xanthomonas (Garrity et al., 2001). A bactéria foi primeiramente identificada por
Nayudu (1972) como Pseudomonas viticola sp. nov. e reclassificada por Dye (1978) como X.
campestris pv. viticola (Nayudu) Dye. Estudos posteriores, com base em sequéncias do gene
copA (Marques, 2007) e do gene housekeeping gyrB (Parkinson et al., 2009) e anélises
gendmicas (Midha & Patil, 2014; Bansal et al., 2017) demonstraram uma estreita relacdo entre
a bactéria e X. citri pv. citri, agente causal do cancro citrico. Recentemente, com base em
andlises de perfis de rep-PCR, sequéncias de genes housekeeping (gyrB, rpoD, fyuA, dnak,
atpD, efp e gInA) e de patogenicidade (hrpB), e analises gendmicas, Gama et al. (2018) e
Ferreira et al. (2019) concluiram que a bactéria esta geneticamente relacionada a espécie X. citri
e seus patovares. Gama et al. (2018) propuseram a reclassificagdo de Xanthomonas campestris
pv. viticola como Xanthomonas citri pv. viticola (Nayudu 1972) Dye 1978 comb. nov.

As células de Xanthomonas citri pv. viticola (Xcv) possuem formato de bastonete com
dimensbes de 0,6 x 1,2 - 2,5 um e um flagelo polar (Nayudu, 1972). As col6nias séo
arredondadas e brilhantes com bordos lisos, em meio agar-nutritivo. Todos o0s isolados
descritos, desse patovar, apresentam coloracdo creme-esbranquicada, indicando auséncia de
producdo do pigmento tipico das Xanthomonas, a xantomonadina. A bactéria é Gram-negativa,
oxidativa, ndo produz pigmentos fluorescentes em meio King’s B, ndo utiliza asparagina como
fonte unica de carbono e nitrogénio, e apresenta reacao positiva para protedlise de amido e
gelatina (Nayudu, 1972; Lima et al., 1999; Nascimento & Mariano, 2004). Em meio de cultura
liqguido NYD, Xcv apresenta crescimento O0timo em temperaturas de 27 a 29 °C, ndo ha
crescimento a zero e 40 °C, pH o6timo de 7,5 e decréscimo de crescimento a partir de 3% de

NaCl, com concentracéo letal de 6,0%. (Nascimento et al., 2005).



O sequenciamento de trés isolados de Xcv, dois brasileiros (CCRMXCV 80 e CFBP
7764) e o patotipo indiano (LMG 965), revelaram genomas de aproximadamente 5 Mb, com
contetdo de G-C em torno 64% e nimero de genes variando de 4.578 a 4.916 (Midha & Patil,
2014; Limaet al., 2017; Ferreira et al., 2019).

Anadlises realizadas por meio de rep-PCR indicaram a existéncia de baixa variabilidade
genética entre isolados brasileiros de Xcv (Trindade et al., 2005; Marques, 2007; Gama, 2014;
Gama et al., 2018). Trindade et al. (2005) analisando os padrdes obtidos com os primers REP,
ERIC e BOX, observaram a formacao de cinco subgrupos ao nivel de 68% de similaridade entre
40 isolados brasileiros. Em outro estudo, Marques (2007) observou a formagdo de cinco
subgrupos a 70% de similaridade entre 32 isolados testados. Em ambos os trabalhos, perfis
gendmicos apresentaram bandas monomérficas com potencial para uso em diagndéstico, no
entanto ndo foi possivel correlacionar o polimorfismo observado entre os isolados brasileiros
com variedade de origem, local ou época de coleta. Em trabalhos mais recentes, foi
caracterizado uma colecdo maior de isolados brasileiros quanto a variabilidade metabdlica,
epidemioldgica e molecular, por meio de testes fenotipicos, componentes epidemioldgicos e
rep-PCR, respectivamente. Os isolados formaram um grupo homogéneo com alta similaridade
metabdlica e similaridade acima de 88% entre perfis de rep-PCR. Adicionalmente, elevada
variabilidade intrapatovar foi detectada quanto a agressividade em videira, quantificada pelos
componentes epidemioldgicos, periodo de incubacdo e severidade (Gama, 2014; Gama et al.,
2018) e por marcadores microssatélites derivados de oito loci do genoma de X. citri pv. citri

(306) (Ferreira et al., 2019).



3.4. Diagnose

A diagnose do cancro bacteriano da videira pode ser realizada com base na avaliagdo
dos sintomas, isolamento em meio de cultura, realizacdo de testes biogquimicos, testes de
patogenicidade em videira e teste de hipersensibilidade em folhas de tomate (Solanum
lycopersicum var. ‘Santa Clara’) (Ferreira et al., 2015). O isolamento de Xcv de tecidos vegetais
infectados é dificultado pela presenca de contaminantes bacterianos, entre 0s quais
Microbacterium barkeri. A fim de solucionar esse problema, Peixoto et al. (2006)
desenvolveram o meio semi-seletivo NYDAM, usado para isolamento da bactéria a partir de
infeccOes naturais em campo.

Devido as limitacdes, em funcéo do tempo gasto, laboriosidade dos métodos tradicionais
e dificuldade de adequacgdo a deteccdo em material assintomético, protocolos baseados em
métodos soroldgicos e moleculares foram desenvolvidos.

Araujo et al. (2005) desenvolveram dois anticorpos policlonais (AC 4558 e AC 4560)
com limiar de deteccéo de 10* UFC ml, pelo método ELISA indireto, mas com especificidade
limitada, ou seja, ocorreram reacdes cruzadas com 0s patovares vesicatoria, campestris e
mangiferaeindicae.

Trindade et al. (2007) desenvolveram um protocolo baseado em PCR utilizando os pares
de primers Xcv1F/Xcv3R e RST2/Xcv3R, os quais amplificam uma sequéncia parcial do gene
hrpB, que codifica uma das proteinas do sistema de secre¢do tipo Ill. Esses primes foram
testados quanto a especificidade e sensibilidade. Para os dois pares, a amplificagéo foi positiva
com o DNA de 44 isolados de Xcv, mas também com isolados dos patovares mangiferaeindicae
e passiflorae. Contudo, a digestdo dos produtos de PCR com a enzima de restricdo Hae I,
permitiu diferenciar o patovar viticola desses patovares. A sensibilidade dos primers
Xcv1F/Xcv3R e RST2/Xcv3R foi de 10 pg e 1 pg de DNA purificado, respectivamente. O

limiar de deteccdo de RST2/Xcv3R foi de 10* UFC ml?, mas empregando-se uma segunda



rodada de amplificagdo com o primer interno Xcv1F (Nested-PCR), esse limiar foi reduzido
para 102 UFC ml,

Freitas (2012) comparou os métodos de BIO-PCR e Nested-PCR para a deteccdo de
Xcv, utilizando os mesmos primers descritos por Trindade et al. (2007). O limiar de detecgéo
de Xcv por BIO-PCR e Nested-PCR foi determinado com a pulverizagdo de Xcv em frutos e
folhas de videira em concentragGes crescentes de 102 a 108 UFC ml?, seguido de lavagem dos
tecidos inoculados. O limiar de detecgdo por BIO-PCR em frutos e folhas foi de 102 UFC ml™.
Com a Nested-PCR o limiar de deteccdo em 102 UFC mi? e de 10° UFC ml™ para frutos e
folhas, respectivamente. Na validacdo dos protocolos de deteccdo, utilizando esses métodos,
em areas de producdo com histérico da doenga em Petrolina, PE, a BIO-PCR foi mais eficiente.
Entre as amostras com sintomas, 97% foram positivas por BIO-PCR e 69,7% positivas por
Nested-PCR. Das amostras sem sintomas, 30% foram positivas por BIO-PCR, mas nenhuma
delas foi positiva por Nested-PCR, sem o enriquecimento prévio em meio de cultura. Em
amostras de folhas de mudas de videira assintomaticas, coletadas em dois viveiros, um
localizado em Petrolina, PE e o outro em Curaca, BA, a presenca de Xcv foi detectada por B1O-
PCR em 5% das amostras, no entanto, nenhuma dessas trés amostras foi positiva por Nested-

PCR.

3.5. Ciclo da doenca e condi¢des favoraveis

Na auséncia de condicOes ideias para infec¢do, Xcv pode sobreviver em cancros formados
em oOrgdos de parte aerea e epifiticamente em folhas de videira (Aragjo, 2001). Silva et al.
(2012) relataram que a bactéria também é capaz de sobreviver em altas populacdes, por até 80
dias, em tecidos de videira infectados na superficie do solo. Além de infectar a videira, infeccdo
natural foi observada na india em plantas de Azadirachta indica (neem) e Phyllanthus

maderaspatensis (Nayudu, 1972). Infec¢do natural também foi confirmada em plantas
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invasoras de Alternanthera tenella, Amaranthus sp., Glycine sp. e Senna obtusifolia, coletadas
em parreirais de Juazeiro e Petrolina, no Submédio do Vale do Sdo Francisco, com sintomas
similares aos do cancro bacteriano em videira (Peixoto et al., 2007). Por inoculacéo artificial,
Xcv foi capaz de infectar e causar sintomas em plantas da familia Anacardiaceae, como
Mangifera indica, Anacardium occidentale, Spondias tuberosa, S. dulcis, e Schinus
terebenthifolius (Aradjo & Robbs, 2000), além de outras plantas pertencentes a diferentes
familias boténicas, como Pilea sp. (Urticaceae), Chamaesyce hirta (Euphorbiaceae), Eragrostis
pilosa, Dactyloctenium aegyptium (Poaceae) (Peixoto et al., 2007), Glycine sp., S. obtusifolia,
Desmodium discolor, Vigna unguiculata (Fabaceae), A. deflexus (Amaranthaceae), A. indica
(Meliaceae) e Solanum lycopersicum (Solanaceae) (Santos et al., 2014), sugerindo o papel
dessas plantas como hospedeiras alternativas da bactéria.

O principal meio de disseminacdo da doenca a longas distdncia é por material
propagativo infectado. Dentro do campo a disseminacao da bactéria se da por meio de restos de
cultura infectados espalhados pelo pomar ou aderidos em roupas, veiculos, contentores,
tesouras, canivetes e luvas nao desinfestadas utilizadas em podas, raleio e colheita de frutos em
plantas infectadas (Lima, 2008; Nascimento & Mariano, 2004; Naue et al., 2014b).

A penetracdo da Xcv pode ocorrer por meio de aberturas naturais (Robbs & Rodrigues
Neto, 1999). Entretanto todos os agentes de ferimentos sdo importantes para a penetracao de
bactéria, destacando-se os tratos culturais e ventos fortes (Nascimento & Mariano, 2004).
Araujo et al. (2004), investigando a colonizacao de tecidos de videira por Xcv, observaram que
a bactéria se multiplica nos espacos intercelulares, coloniza o parénquima e, a partir deste, 0s
feixes vasculares do xilema e floema. Tostes et al. (2014) constataram a associacdo da bactéria
com sementes e bagas de uva da variedade Red Globe, confirmando a natureza sistémica da

colonizagéo.
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De acordo com o trabalho de Chand & Kishun (1990), citado por Nascimento &
Mariano (2004), temperaturas em torno de 25 a 30 °C e alta umidade relativa do ar
proporcionam condigdes favoraveis ao desenvolvimento do patdégeno. Conceicéo et al. (2017)
observaram sob condigdes controladas que o incremento da temperatura em 5,8 °C, ou seja, um
aumento da temperatura do ambiente de 26,0 °C para 31,8 °C, reduziu significativamente o

periodo de incubagdo do cancro bacteriano em quatro variedades de videira.

3.6. Controle

Tratando-se de uma doenca causada por uma bactéria quarentenéria presente, medidas
regulatorias devem ser adotadas no sentido de evitar que o patdgeno se dissemine para regides
de cultivo de videira, como a Regido Sul, principal produtora de uva do pais. Assim deve-se
adotar medidas baseadas no principio da exclusdo, sendo a principal, 0 uso de material de
propagacao certificado. A regulamentacdo fitossanitéria, através de ordem legislativa também
é uma importante medida de exclusdo. Devido aos riscos da introducgdo e disseminacao de Xcv
em regides do pais onde a bactéria ndo ocorre, foi publicada a Instru¢cdo Normativa MAPA
2/2014 de 6 de fevereiro de 2014, a qual estabelece medidas a serem adotadas para prevencao,
controle e erradicacdo do agente etioldgico do cancro bacteriano da videira (MAPA, 2014).

Em &reas de ocorréncia de Xcv as medidas recomendas de controle s&o: estabelecimento
de quebra ventos, desinfestagdo de implementos, equipamentos e materiais de poda e colheita,
remocdo e queima de todo resto de poda e material com sintomas, inspe¢des periddicas nos
parreirais e eliminacdo de possiveis hospedeiros alternativos do patogeno (Nascimento &
Mariano, 2004). A principal medida de controle utilizada por produtores no Submedio do Vale
do Séo Francisco é evitar a poda de producéo durante o periodo chuvoso, época em que o clima
é favoravel para disseminacao de Xcv (Barbosa et al., 2016). O controle quimico com produtos

a base de cobre também ¢ realizado por meio de pulverizagdes, logo ap6s podas, brotacdes ou
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quando héa ocorréncia de ferimentos. No entanto, o uso indiscriminado de cUpricos pode levar
a selecdo de isolados resistentes, pois isolados de Xcv apresentam variabilidade na toleréncia a
cobre (Marques et al., 2009).

O uso de resisténcia genética é o método mais eficiente para o controle de doencas.
Diversos trabalhos foram realizados com o objetivo de determinar os niveis de resisténcia de
variedades de videira a Xcv, por meio de inoculacgdes artificiais. Nesses trabalhos os autores
observaram que acessos de V. vinifera foram os mais suscetiveis quando comparados a outras
espécies e hibridos de Vitis (Malavolta Junior et al., 2003; Nascimento et al., 2006; Zucal et al.,
2016). Na india, Chand (1992) observou que entre as variedades de V. vinifera avaliadas, as
sem sementes foram mais suscetiveis comparadas as com sementes. Entre as variedades sem
sementes, as coloridas mostraram-se mais suscetiveis que as brancas. No entanto, Klambe et al.
(2017) observaram que entre os acessos de V. vinifera testados, os que produzem bagas brancas
e sem sementes foram suscetiveis ou altamente suscetiveis, enquanto os de bagas coloridas e
com sementes foram mais resistentes. Ainda dentro do principio da resisténcia, Lima et al.
(2017) avaliaram o efeito dos indutores de resisténcia, Saccharomyces cerevisiae, acibenzolar-
S-methyl, acidos organicos e polifendis e silicato de potassio na protecdo de mudas de videira
da variedade Red Globe a Xcv. Os autores observaram que plantas pulverizadas com
acibenzolar-S-Methyl na concentragdo minima de 3g 100 I, 15 dias antes da inoculagio de
Xcv, apresentaram significativa redugdo na incidéncia, severidade e area abaixo da curva de
progresso do cancro bacteriano da videira e elevacdo da atividade enzimaética de B-1,3
glucanases e fenilalanina amonia-liase, indicando haver influéncia na indugdo de resisténcia
das plantas a doenga.

Além dos trabalhos visando a resisténcia genética, estudos foram realizados para
obtencdo de métodos eficazes na erradicacdo de Xcv. Silva et al. (2012) verificaram que a

compostagem por 10 dias foi capaz de eliminar Xcv em restos de poda infectados. Silva et al.
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(2013) testaram o efeito da limpeza clonal e da termoterapia na eliminagdo de Xcv em mudas
infectadas. Os autores verificaram que o cultivo de explantes com trés e 10 mm em meio sem
antibiotico e com cefotaxima (300 mg 1Y), respectivamente, possibilitaram a obtencdo de
plantas livres da bactéria, mas a termoterapia de mudas infectadas, associada ao cultivo in vitro,
ndo foi capaz eliminar o patdgeno. Sabendo-se que o material propagativo contaminado é a
principal forma de disseminagdo de Xcv, Naue et al. (2014a) avaliaram a eficiéncia da
termoterapia (50 °C por 30 e 40 min; 53 °C por 5 e 10 min), de bactericidas (oxitetraciclina +
sulfato de cobre e oxitetraciclina) e sanitizantes (cloreto de dodecildimetil aménio, hipoclorito
de sddio e cloreto de benzalcdnio) no tratamentos de bacelos de videira. Como resultado,
nenhum dos tratamentos foi eficiente na erradicacdo de Xcv. Outra importante forma de
disseminacéo de Xcv, principalmente dentro de um parreiral, € o uso de ferramentas e utensilios
contaminados durante operagdes de poda, raleio e colheita, Naue et al. (2014b) verificaram que
Xcv pode sobreviver por 24 h em tesouras de raleio e pode ser transmitida até o 24° corte apos
a contaminacdo. Neste sentido, os autores tambem verificaram a eficiéncia de produtos na
desinfeccdo de tesouras de raleio e de dgua para producdo de mudas de videira. Os sanitizantes
hipoclorito de sédio (20.000 ppm) e cloreto de dodecil dimetilaménio (1.140 ppm) foram 100%
eficientes na desinfestacdo das tesouras contaminadas e mantiveram a eficicia por 8 h. A
desinfeccéo total da 4gua foi obtida pelo uso de dodecil dimetilaménio (570 ppm), hipoclorito
de sddio (5.000 ppm) e cloreto de benzalc6nio (122,5 ppm).

Estudos in vitro também foram realizados com o objetivo de avaliar a eficacia de
produtos quimicos, 6leos essenciais e agentes de controle bioldgico, no crescimento de Xcv.
Jambenal et al. (2011) observaram que dentre os produtos quimicos testados, a combinacdo de
estreptomicina (500 ppm) com oxicloreto de cobre (2000 ppm) foi o tratamento que ocasionou
maior inibicdo do crescimento de Xcv. Entre os agentes de controle bioldgico, Bacillus subtilis

foi o que apresentou maior potencial antagonista. Santos et al. (2014) observaram que 6leos
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essenciais de Lippia gracilis, em trés diferentes dosagens (200, 250 e 300 uL I'), proporcionam

significativa reducdo no crescimento de Xcv, sendo superiores ao oxicloreto de cobre.

4. JUSTIFICATIVA

O cancro bacteriano da videira, causado por Xcv, ¢ uma das doengas de maior
preocupacao fitossanitaria no Submédio do Vale do S&o Francisco, sendo responséavel por danos
severos e representando alto potencial de risco ao desenvolvimento da viticultura nacional
(Gama et al.,, 2018). Devido aos danos causados e sua ocorréncia restrita, a bactéria é
regulamentada como uma Praga Quarentenaria Presente (MAPA, 2018).

No Brasil a cultura da videira encontra-se em expansao para outras regides sem tradi¢do
da viticultura, como estados da regido centro-oeste (Distrito Federal, Goias e Mato Grosso
(IBGE, 2018). Assim o0 uso de material propagativo certificado é imprescindivel para evitar a
disseminacdo de patogenos da cultura. Nesse contexto, ha uma demanda para o
desenvolvimento de protocolos para deteccdo especifica, sensivel e rapida de Xcv em plantas
assintomaticas. Embora os protocolos ja desenvolvidos mostrarem potencial para a detec¢do de
Xcv em material assintomético, os primers usados apresentaram limitagdes quanto a
especificidade. Além disso, 0 nimero de etapas necessarias para a execucao da BIO-PCR e 0s
procedimentos p6s amplificacdo tornam o processo pouco pratico e inadequado para um grande
ndmero de amostras.

Além de Xcv infectar videira, existem relatos de infeccdo natural em outras plantas de
diferentes espécies e familias botanicas (Nayudu, 1972; Peixoto et al., 2007, Santos et al.,
2014). Plantas hospedeiras alternativas sdo importantes na sobrevivéncia de diversos
fitopatogenos (Gongalves et al., 2017; Ocimati et al., 2018). No entanto, ndo existem, na
literatura, estudos relacionados a colonizacgdo, sobrevivéncia, e translocacdo vascular de Xcv

em hospedeiras alternativas.
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O estudo da diversidade genética tem sido usado para compreensdo da interacéo planta-
patdégeno e da historia evolutiva de diversas espécies de Xanthomonas, alem de fornecer
subsidios para o controle e diagnostico de doencas causados por esses fitopatdgenos (Gillings
et al., 2005; Rademaker et al., 2005; Valverde et al., 2007; Jaciani et al., 2012; Hajri et al.,
2012; Lange et al., 2016; Lopez-Soriano et al., 2016). Embora estudos da caracterizacdo da
diversidade genética de isolados brasileiros de Xcv por rep-PCR (Trindade et al., 2005;
Marques, 2007), analise de microssatélites (multilocus variable number of tandem repeats
analysis - MLVA) (Ferreira et al., 2019), sensibilidade/tolerancia ao cobre (Marques et al.,
2009) e caracterizagdo polifasica (variabilidade metabdlica, molecular e epidemioldgica)
(Gama, 2014; Gama et al., 2018) tenham sido realizados, ndo € conhecida a diversidade de
genes efetores do tipo Il (T3Es), entre os isolados brasileiros e em relacdo ao patotipo da
india, nem se o repertorio de efetores esta relacionado & habilidade de infectar outras plantas,

além de videira, ou a agressividade de isolados desse patovar em videira.

5. OBJETIVOS

Considerando 0 exposto acima, 0s objetivos centrais do presente estudo foram estabelecer
protocolos para deteccdo molecular especifica, sensivel e rapida de Xcv em videiras
assintomaticas, investigar aspectos da interacdo entre a bactéria e a hospedeira alternativa
natural, Senna obtusifolia, e espécies da familia Amaranthaceae e caracterizar o repertério de

genes T3Es em uma colecdo de isolados do patdgeno.

Os objetivos especificos foram:

1. Desenhar e selecionar primers especificos para a deteccdo de Xcv por PCR

convencional (cPCR) e PCR em tempo real (QPCR);
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Desenvolver e validar protocolos de detec¢do de Xcv, por cPCR e gPCR, em amostras
de videira assintomaticas coletadas em areas de ocorréncia do cancro bacteriano;
Investigar aspectos da interagdo entre Xcv e a hospedeira alternativa natural, Senna
obtusifolia, e plantas da familia Amaranthaceae, relativos a expressdo de sintomas,
colonizagdo, sobrevivéncia e translocagéo vascular.

Analisar in silico a diversidade de repertério de genes T3EsS em patovares de
Xanthomonas citri e determinar seu papel na estrutura populacional de acordo com a
gama de hospedeiros;

Determinar por PCR o repertério de genes T3Es em uma colec¢do de isolados brasileiros
de Xcv;

Quantificar a viruléncia de isolados em variedade de videira suscetivel e correlacionar

com o repertorio de genes T3Es;
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CAPITULO 2

Deteccdo de Xanthomonas citri pv. viticola em videiras por PCR em tempo
real e BIO-PCR com primers desenhados a partir de sequéncias de genes de

patogenicidade e da xantomonadina
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grapevine by real-time PCR and BIO-PCR using primers designed from pathogenicity and
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Detecgcdo de Xanthomonas citri pv. viticola em videiras por PCR em tempo real e BIO-
PCR com primers desenhados a partir de sequéncias de genes de patogenicidade e da

xantomonadina

RESUMO

Xanthomonas citri pv. viticola [= X. campestris pv. viticola (Xcv)], agente causal do cancro
bacteriano da videira, foi detectada no Brasil em Petrolina, PE em 1998 e trata-se de uma Praga
Quarentenaria Presente conforme a legislacdo vigente. Com o objetivo de melhorar a
especificidade, a sensibilidade e a rapidez na detecgdo de Xcv em videiras assintomaticas,
foram selecionados dois novos pares de primers tendo como alvos sequéncias do gene de
patogenicidade hrpB e do cluster referente a sintese do pigmento xantomonadina. Ambos 0s
pares foram testados em PCR convencional (cPCR) e PCR em tempo real (QPCR). Os primers
para o gene hrpB apresentaram especificidade limitada, mas foram eficientes para uso tanto em
cPCR quanto em qPCR, enquanto os primers para o cluster da xantomonadina foram altamente
especificos para Xcv, mas mostraram baixa eficiéncia no formato gPCR. O uso do
enriquecimento dos extratos de plantas em meio de cultura semisseletivo antes da PCR
possibilitou um expressivo aumento em sensibilidade quando comparado ao protocolo de
extracdo do DNA total da amostra, sendo possivel detectar até 10 UFC mIt. Em condicdes de
infeccdo natural no campo, amostras de videiras sintomaticas e assintomaticas foram testadas
por dois protocolos: qPCR com primers para hrpB e cPCR com primers para xantomonadina.
Nos dois casos empregou-se 0 enriquecimento prévio dos extratos em meio de cultura por 36-
72h. Detectou-se a presenca de Xcv em todas as amostras sintomaticas, sendo que esse
resultado foi confirmado por cPCR com os primers especificos Xpig2F/1R. Nas amostras
assintomaticas, a bactéria foi detectada em 93,4% por qPCR e em 89,5% por cPCR. Esses dois
protocolos apresentam vantagens quanto a especificidade e sensibilidade, e poderdo ser
incluidos em programas de quarentena e certificacdo de mudas e/ou material de propagacédo de
videira, deteccdo de fontes de indculo em hospedeiras alternativas, contribuindo para evitar a

disseminacdo do patdgeno para areas livres do cancro bacteriano.

Palavras-chave: cancro bacteriano, Vitis vinifera, Xanthomonas campestris pv. viticola, PCR

convencional, diagnose, gPCR
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Detection of Xanthomonas citri pv. viticola on grapevine by real-time PCR and BIO-PCR

using primers designed from pathogenicity and xanthomonadin gene sequences

ABSTRACT

Xanthomonas citri pv. viticola [= X. campestris pv. viticola (Xcv)], causal agent of grapevine
bacterial canker, was detected in Brazil in 1998 and is currently regarded as a quarantine
pathogen with limited distribution in the country. To improve specificity, sensitivity and speed
in the detection of Xcv in asymptomatic grapevines, two pairs of primers were selected,
targeting sequences of a pathogenicity gene (hrpB) and the xanthomonadin coding cluster. Both
pairs were tested in conventional PCR (cPCR) and real-time PCR (gPCR) formats. Primers
targeting the hrpB gene showed cross reactions with other xanthomonads but were efficient for
use in both cPCR and qPCR, whereas primers for the xanthomonadin gene were highly specific
for Xcv but showed low efficiency in the gPCR format. Enrichment of plant extracts in semi-
selective culture medium before PCR allowed a significant increase in sensitivity when
compared to total DNA extraction protocol, making it possible to detect as low as 10 CFU ml
!, Under natural infection conditions, samples of symptomatic and asymptomatic grapevines
were tested by two protocols: gPCR with primers hrpB and cPCR with xanthomonadin primers.
In both cases, the plant extracts were enriched in culture medium for 36-72h. Xcv was detected
in all symptomatic samples, and the result was confirmed by cPCR with the more specific
primers Xpig2F/1R. For the asymptomatic samples, Xcv was detected in 93.4% with qPCR and
in 89.5% of the samples with cPCR. These two protocols offer advantages in terms of
sensitivity and specificity, and they could be useful in quarantine programs, certification of
grapevine propagating material and detection of inoculum sources in alternative hosts,

contributing to the prevention of pathogen spread to disease-free areas.

Keywords: grapevine bacterial canker, Vitis vinifera, Xanthomonas campestris pv. viticola.
PCR-based diagnosis, g°PCR
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1. INTRODUCAO

Até 1998, a ocorréncia de doencas bacterianas na videira no Brasil limitava-se a galha
da coroa (Rhizobium radiobacter; R. vitis) de forma esporéadica no Nordeste, em Minas Gerais
e S8o Paulo ((Malavolta Junior et al., 1999; Lima et al., 1999), e sem causar grandes prejuizos.
No inicio de 1998, detectou-se pela primeira vez o cancro bacteriano em parreirais da variedade
Red Globe no Submédio do Vale do Séo Francisco, em Petrolina, PE (Malavolta Junior. et al.,
1999; Lima et al., 1999). Seu agente causal foi identificado como Xanthomonas campestris pv.
viticola (Nayudu) Dye (Xcv). Contudo, estudos posteriores, com base em sequéncias de genes
housekeeping e analises genémicas (Parkinson et al., 2009; Midha & Patil, 2014; Bansal et al.,
2017; Ferreira et al., 2019) sugeriram a necessidade de reclassificacdo do patovar na espécie X.
citri e, recentemente, uma nova nomenclatura para este patégeno foi proposta (Gama et al.,
2018). Atualmente é um patdgeno regulamentado e classificado como Praga Quarentenaria
Presente (PQP), com registro nos estados de Pernambuco, Bahia, Ceara e Roraima, e sujeito a
programa oficial de controle segundo a Instrugdo Normativa N° 2, de 6 de fevereiro de 2014,
do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2014).

O diagndstico precoce de doencas em plantas é uma etapa crucial no sistema de controle
e protecdo da agricultura. A diagnose do cancro bacteriano da videira pode ser feita com base
na avaliacdo dos sintomas, isolamento do patégeno em meio de cultura, realizacdo de testes
bioguimicos e de patogenicidade, e teste de hipersensibilidade em folhas de tomate (Solanum
lycopersicum var. Santa Clara). No entanto, esses métodos apresentam limitacfes em funcgéo
do tempo gasto e da dificuldade de se fazer a diagnose precoce em material assintomatico
(Trindade et al., 2007). Outros métodos desenvolvidos que auxiliam na diagnose da doenca séo:
ELISA com anticorpos policlonais (Aradjo et al., 2005), uso de meio semisseletivo para
isolamento de Xcv (Peixoto et al., 2006), e PCR com primers semi-especificos (Trindade et al.,

2007).
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Nas ultimas décadas, métodos rapidos, especificos e sensiveis, tém sido disponibilizados
para a deteccdo de fitopatdgenos em material vegetal (Vincelli & Tisserat, 2008). A PCR e suas
variagdes, como BIO-PCR e PCR em tempo real (qQPCR), tornaram-se 0s métodos padrdes para
a deteccdo e a identificacdo de bactérias fitopatogénicas (Palacio-Bielsa et al., 2009; Bull &
Koike, 2015).

BIO-PCR, descrita por Schaad et al. (1995), consiste na amplificacdo bioldgica do alvo,
seqguida da amplificacdo do DNA por PCR, 0 que permite reduzir o limiar de detecgédo
relativamente a PCR convencional. Além disso, sua especificidade, dispensa as etapas de
isolamento e testes adicionais para identificagdo do organismo alvo. Outras vantagens
associadas a BIO-PCR sdo: a eliminacdo de inibidores de PCR e a deteccdo unicamente de
células viaveis. Por isso, tornou-se um método Util na detecgdo de patdgenos transmitidos por
sementes (Singh et al., 2014).

A gPCR é uma evolucdo do método de PCR, pois combina a amplificacdo exponencial
de um fragmento de DNA alvo especifico com métodos de quantificacdo, por meio da medicao
da fluorescéncia associada a sintese dos amplicons, ao longo dos ciclos da PCR. Essa
combinacdo faz com que a qPCR seja um método sensivel, robusto e com boa reprodutibilidade
para medidas quantitativas (Schaad & Frederick, 2002). A qPCR apresenta diversas vantagens
sobre a PCR convencional (cPCR), entre elas destaca-se a maior rapidez por dispensar a
eletroforese em gel de agarose para deteccdo dos amplicons, uma vez que a leitura e a
quantificacdo de produtos sdo obtidas a cada ciclo. Isso é possivel gracas ao uso de um dos
sistemas de deteccdo: que empregam fluor6foros intercalantes, como SYBR® Green ou similar,
ou que utiliza sondas de hidrdlise, método conhecido como TagMan®. Devido as vantagens
desse método, a qPCR vem sendo amplamente usada para deteccdo de bactérias fitopatogénicas

(Dreo et al., 2007; Bertolini et al., 2014; Wu et al., 2017, Loreti et al., 2018), incluindo as do
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género Xanthomonas (Mavrodieva et al., 2004; Vandroemme et al., 2008; Palacio-Bielsa et al.,
2011; Robene et al. 2015).

Para a deteccdo e identificacdo de Xcv, Trindade et al. (2007) desenvolveram um
protocolo baseado no método de PCR convencional utilizando os pares de primers Xcv1F/3R
e RST2/Xcv3R, os quais amplificam uma sequéncia parcial do gene hrpB (hrcN), que codifica
uma das proteinas componentes do sistema de secrecdo tipo Il (TTSS), responsével pela
translocacédo de proteinas efetoras para o interior da célula hospedeira, sendo um determinante
de patogenicidade em espécies de Xanthomonas (Kay & Bonas, 2009). A aplicacdo desses
primers para a deteccdo e identificacdo de Xcv foi testada em diferentes formatos e tipos de
amostra: (i) DNA genbémico purificado da bactéria, (ii) suspensdo bacteriana, (iii) extratos de
tecidos de videira previamente inoculados e (iv) lavados de folhas e frutos enriquecidos ou néo
em meio de cultura liquido ou sélido (Freitas, 2012; Trindade, 2007; Trindade et al., 2007). A
deteccdo de Xcv ndo foi possivel quando extratos de tecidos inoculados foram usados
diretamente nas reacfes de PCR, mas amplificagcdes foram positivas quando se utilizou uma
etapa de enriquecimento em meio de cultura antes da PCR (BIO-PCR). Além disso, a BIO-PCR
com os primers Xcv1F/3R, apresentou melhores resultados na deteccdo de Xcv em plantas
assintomaticas, quando comparada a Nested-PCR, sem enriquecimento em meio de cultura.
(Freitas, 2012). Embora os protocolos desenvolvidos mostrassem potencial para a detecgéo de
Xcv em material assintomatico, 0s primers usados mostraram-se semi-especificos e o0 nimero
de etapas necessarias para a execucdo da BIO-PCR e procedimentos pds amplificacdo tornam
0 processo pouco pratico.

O controle eficiente de doencas de plantas de etiologia bacterina exige uma combinacéo
de métodos, incluindo o uso de material sadio e préaticas adequadas de cultivo (Janse &
Wenneker, 2002). No Brasil a cultura da videira encontra-se em expansao para outras regioes

sem tradicdo da viticultura, como estados da regido centro-oeste (DF, GO e MT). Assim, 0 uso
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de material propagativo certificado € imprescindivel para evitar a introdugéo e disseminacéo de
Xcv em novas areas. Diante da necessidade da deteccdo precoce de Xcv em material vegetal
assintomatico, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver novos protocolos para

deteccdo especifica, sensivel e rapida via cPCR e qPCR, melhorando os ja existentes.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Isolados bacterianos e material vegetal
Os isolados bacterianos utilizados no estudo estéo listados na Tabela 1. Isolados de Xcv
foram previamente identificados por PCR utilizando os primers semi-especificos Xcv1F/3R
(Trindade et al., 2007). Todos os isolados foram preservados em &gua destilada esterilizada a
temperatura ambiente e em glicerol 30% a -20 °C, e cultivados nos meios 523 (Kado & Heskett,
1970) ou NYDAM (Peixoto et al., 2006) a 28°C por 2-3 dias. Em todos os ensaios de PCR, 0
isolado de Xcv UnB 1188, proveniente da Colecdo de Bactérias Fitopatogénicas do
Departamento de Fitopatologia da UnB, foi utilizado como controle positivo. Nos ensaios de
deteccdo de Xcv em material vegetal foram utilizadas folhas de plantas sadias de videira (Vitis
vinifera) da variedade Thompson Seedless, mantidas em casa de vegetacdo. Todos 0s materiais

usados para manipulagédo de Xcv e inoculacdo foram esterilizados antes do descarte.

2.2. Moldes para PCR e extracdo de DNA
Os moldes para as reacdes de PCR foram: (i) DNA gendmico bacteriano, (ii) suspensao
bacteriana, (iii) DNA de folhas de videiras sadias, e (iv) DNA total de extrato de folhas de
videiras sadias misturado com suspensao bacteriana. A concentragdo da suspensdo bacteriana
de Xcv foi determinada por espectrofotometria [Asso = 0,575, UV-1203 (Shimadzu
Corporation, Japdo)] que corresponde a 102 UFC ml? e confirmada pela contagem em placas

contendo meio NYDAM.
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DNA gendmico dos isolados foi extraido a partir de culturas puras de 48 h em meio 523,
utilizando o kit de extragéo PureLink (Invitrogen), conforme recomendac6es do fabricante. Para
extracdo do DNA de folhas de videira foi utilizado o0 método CTAB (Doyle & Doyle, 1990).
A purificacdo de DNA a partir de extratos de folhas de videira misturados a suspensdo
bacteriana foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Llop et al. (1999). A integridade
do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% e a quantidade e pureza
determinada pelo espectrofotdbmetro NanoVue (GE Healthcare — Life Sciences). Em seguida
foram preparadas aliquotas de trabalho na concentragéo de 10 ng pl™ e estas foram armazenadas

a -20°C.

2.3. Desenho de primers

Novos primers foram desenhados com base na sequéncia parcial do gene hrpB (primers
Xcv) (Trindade et al., 2007) e do cluster de genes envolvidos na sintese da xantomonadina
(primers Xpig) do isolado tipo de Xcv (LMG 965) (Midha & Patil, 2014) (Tabela 2). A auséncia
de xantomonadina em Xcv, diferente da maioria das Xanthomonas, pode ser usada como um
marcador fenotipico. Neste sentido, sequéncias do cluster de genes envolvidos na sintese da
xantomonadina de Xcv (CBZT010000000) e de X. citri pv. mangiferaeindicae (KF991092),
foram alinhadas utilizando o plugin MAFFT (Katoh et al., 2002) no software Geneious R8
(Kearse et al., 2012). A regido selecionada para o desenho dos primers Xpig encontra-se entre
uma zona intergénica e 0 gene 3-oxoacyl-[ACP] redutase, ausente em X. citri pv.
mangiferaeindicae devido a presenca de um transposon (IS). Além disso, o0 primer reverso
(Xpig 1R) foi selecionado dentro de uma regido polimorfica na qual X. citri pv. citri difere de
Xcv, conforme descrito por Midha & Patil (2014) (Figura 1).

Os primers foram desenhados utilizando plugin Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000) e

sintetizados pela Invitrogen (Life Technologies). A especificidade dos novos primers e as
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sequéncias dos amplicons foram comparadas in silico com sequéncias disponiveis no GenBank

pelo BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

2.4. PCR convencional (cPCR)

Os pares de primers desenhados para detecgdo de Xcv, foram inicialmente testados em
cPCR utilizando como molde suspensdes bacterianas (10” UFC ml?) de sete isolados de Xcv.
Foram realizados dois ensaios independentes com trés replicatas por amostra. Para a escolha
dos melhores pares, foram estabelecidos os seguintes critérios: amplificacdo do produto de
tamanho esperado, auséncia de bandas inespecificas, reprodutibilidade e amplificagdo positiva
para todos os isolados de Xcv testados.

As reacOes foram realizadas em termociclador (My Cycler, Bio-Rad) de acordo com o
programa: 2 min a 95 °C, seguido por 30 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 64 °C (primers Xcv) ou
68 °C (primers Xpig), e 15 s a 72 °C e um periodo de extensdo final de 10 min a 72 °C. As
reagOes continham: 0,1 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgClz, 0,5 uM (primers Xcv) ou 0,2
MM (primers Xpig) de cada primer, 1X tampéo de PCR (20 mM de Tris HCI pH 8,4; 50 mM
KCI), 1 U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen), 2 pl de molde (DNA genémico ou suspenséo
bacteriana) e dgua destilada esterilizada para um volume final de 12 pl. Os produtos de PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5 % em tampé&o 0,5X TBE [Tris 50 mM,
Na,EDTA 1 mM, &cido boérico 50 mM (pH 8,3)], corados com brometo de etidio (0,5 pug mI?)
e registrados em fotodocumentador L-PIX ST (Loccus Biotecnologia). Em todos os ensaios de
deteccdo por cPCR foram incluidos como controles positivo e negativo, DNA gendmico de Xcv

e agua destilada esterilizada, respectivamente.
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2.5. PCR em tempo real (QPCR)

Os pares selecionados em cPCR foram testados em gPCR com o objetivo de selecionar
a combinacdo mais adequada ao meétodo. Os critérios para escolha da melhor combinacéo
foram: eficiéncia de amplificac&o entre 100 + 10%, auséncia de dimeros de primers ou produtos
inespecificos, e reprodutibilidade.

As reacdes foram realizadas em um termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems), utilizando o sistema SYBR® Green para deteccdo da
fluorescéncia. As reacOes de amplificacdo foram preparadas para um volume final de 15 pl,
contendo 1 pl de molde (DNA genémico ou suspensao bacteriana), 1X do Master Mix SYBR
Green (Applied Biosystems) e 0,05 uM (primers Xcv) ou 0,04 uM (primers Xpig) de cada
primer. As condicdes de ciclagem foram: 10 min a 95°C, seguido por 40 ciclos de dois passos
de 15sa95°C, 1 min a 64°C (primers Xcv) ou 67 °C (primers Xpig) e extensao final de 1 min
a60°C.

A eficiéncia de amplificacdo foi determinada por meio da construcdo de curvas padréo,
em que foram utilizadas diluigdes em série (1:10) de DNA gendmico (1,5 ng pl™ a 150 fg ul?)
e suspensdo bacteriana (108 UFC mIt a 1 UFC ml?) de Xcv. As curvas padrdo foram obtidas
por regressdo do nimero de ciclos threshold (Ct) versus logaritmo da quantidade inicial de Xcv.
A inclinagdo (slope) de cada curva padrdo gerada foi utilizada para calcular a eficiéncia da
gPCR (E), de acordo com a equagdo E = 10 (151°°9) _ 1 onde E = 1 corresponde a uma eficiéncia
de amplificacdo de 100%. Foram realizados dois ensaios independentes com oito replicatas para
cada diluicdo. Para verificar a auséncia de dimeros de primers ou produtos inespecificos, todas
as reacOes foram finalizadas com a curva de melting. Em todos os ensaios de detecgdo por gPCR
foram incluidos como controles positivo e negativo, DNA genémico de Xcv e agua destilada

esterilizada, respectivamente.
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2.6. Especificidade e sensibilidade: cPCR e qPCR

Todos os pares de primers previamente selecionados em cPCR foram testados quanto a
especificidade para Xcv. Para realizacdo dos testes de especificidade foram utilizados 40
isolados de Xcv, 11 isolados pertencentes a diferentes espécies ou patovares de Xanthomonas,
12 isolados de diferentes espécies de bactérias fitopatogénicas e 41 isolados de bactérias
epifiticas e/ou endofiticas associadas a nove variedades de videira (Tabelas 1 e 3). O isolamento
das bactérias associadas a videira foi realizado pelo esmagamento de folhas e peciolos, seguido
de plagueamento em meio 523. Culturas puras, desses isolados foram estabelecidas e
caracterizadas fenotipicamente (Tabela 3), conforme protocolos descritos por Schaad et al.,
(2001). O DNA purificado de folhas de videira também foi testado, com objetivo de descartar
falso-positivos em material sadio. A sensibilidade de deteccdo de Xcv foi determinada por
cPCR e gPCR utilizando DNA gendmico e suspensdo bacteriana. Dilui¢des em série (1:10)
foram realizadas obtendo gradientes de concentragdo variando entre 1,5 ng pl™ e 150 fg pl?
para DNA gendmico e 108 UFC mIt e 1 UFC ml para suspensdo bacteriana. Foram realizados

dois ensaios independentes e para cada diluicdo foram realizadas oito reaces.

2.7. Limiar de deteccdo de Xcv em material vegetal por extracdo de DNA total e PCR
Para determinar o limiar de detecgéo de Xcv em material vegetal por extragdo de DNA

total e PCR, foram preparados extratos de folhas de videira misturados a suspensdo bacteriana
em diferentes concentragdes. Para preparo do extrato, 1g (peso fresco) de tecido foliar sadio
foi esmagado em cadinho contendo 15 ml de agua destilada esterilizada. Cem microlitros de
suspensdes nas concentracdes de 108 a 10! UFC ml™? foram adicionados a aliquotas de 900 pl
de extrato de foliar. Assim, cada amostra continha quantidades decrescentes de células,
variando de 10" a 1 UFC ml™t. Como controle positivo do ensaio, suspensdes bacterianas puras

variando de 10" a 10 UFC ml* também foram testadas. O controle negativo consistiu de extrato
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de folhas sem adicdo de Xcv. Os DNAs obtidos de cada amostra foram analisados por cPCR e
gPCR, conforme os protocolos descritos anteriormente. Foram realizados dois ensaios
independentes, com quatro repeti¢des independentes para cada concentracdo de indculo e duas
reagOes amplificacdo por repeticéo, totalizando oito rea¢Ges por tratamento (concentracdo de

indculo).

2.8. Limiar de detec¢do de Xcv em material vegetal apo6s enriquecimento (BIO-PCR)
Para determinar o limiar de detecgdo de Xcv em material vegetal por BIO-PCR, também

foram utilizados extratos de folhas de videira misturado com suspensao bacteriana em
diferentes concentraces. O modo de preparo e as concentragdes de indculo testadas foram os
mesmos descritos no item anterior. Cem microlitros de cada amostra foram depositados e
espalhados, com auxilio de uma al¢ca de Drigalski flambada, sobre o meio semisseletivo
NYDAM (Peixoto et al., 2006). Para cada amostra foi utilizada uma placa. As placas foram
incubadas a 28°C por 72 horas. Como controle positivo do ensaio, 100 ul das suspensoes
bacterianas puras (102 a 10! UFC ml?), as quais foram utilizadas para enriquecimento, também
foram plaqueadas. O controle negativo consistiu de extrato de folhas sadias sem adigéo de Xcv.
Apo6s o periodo de incubacdo, cada placa foi lavada com 1 ml de 4gua destilada esterilizada,
obtendo-se uma suspensdo concentrada, a qual foi armazenada em microtubos Eppendorf. Em
seguida cada suspensdo foi diluida na propor¢do 1:100. Dessas diluigdes foram retiradas
aliquotas para analise em cPCR e gPCR, conforme os protocolos descritos anteriormente.
Foram realizados dois ensaios independentes, com trés repeticdes independentes para cada
concentracdo de inoculo e trés reacdes de amplificacdo para cada repeticdo, totalizando nove

reacOes por tratamento (concentracdo de indculo).
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2.9. Validacéo dos protocolos de PCR para a detec¢do de Xcv em area de ocorréncia
do cancro bacteriano

Amostras sintomaticas e assintomaticas de folhas, ramos, peciolos e raizes de videira,
além de folhas da hospedeira alternativa, Amaranthus sp., foram coletadas em um parreiral
localizado na Estacdo Experimental de Bebedouro da Embrapa Semiarido no perimetro irrigado
de Petrolina, PE, em maio de 2018. Foram coletadas 75 amostras de folhas (incluindo peciolo),
25 com sintomas e 50 amostras sem sintomas, provenientes de 17 variedades de videira e de
Amaranthus sp., além de 12 amostras de raizes coletadas de plantas da variedade Red Globe
com sintomas severos de cancro bacteriano (Tabelas 8 e 9).  Outras 25 amostras foram
coletadas de mudas de videira produzidas em viveiros em Petrolina, PE e mantidas em casa de
vegetacdo na Embrapa Semiarido. As mudas pertenciam a diferentes acessos de hibridos e as
variedades IAC 313 (porta enxerto) e Red Globe. Do total de 25 amostras de folhas (incluindo
peciolo), 11 apresentavam sintomas e em 14 n&o havia sintomas visiveis (Tabelas 8 e 9).

Ap0s a coleta, todas as amostras foram levadas para laboratério para processamento e
triagem. As amostras foram lavadas em agua corrente e secas em papel toalha e, em seguida 1
g de cada amostra foi esmagada em cadinho contendo 15 ml de agua destilada esterilizada. Do
extrato obtido, 100 pl foram plaqueados em meio NYDAM. Para cada amostra foi utilizada
uma placa. As placas foram incubadas a 28°C por 36 horas (amostras com sintomas) ou 72
horas (amostras sem sintomas). Apo0s a incubacdo, cada placa foi lavada com 1 ml de agua
destilada estéril e as suspensdes concentradas obtidas diluidas na propor¢cdo 1:100. Dessas
diluicdes, foram retiradas aliquotas para analise em cPCR e qPCR. Cada amostra foi analisada
em triplicata conforme o0s protocolos descritos anteriormente. As 36 amostras com sintomas
foram processadas para isolamento de Xcv em meio NYDAM. Colbnias tipicas da bactéria
foram selecionadas, culturas puras foram estabelecidas e submetidas a cPCR, para confirmagéo

da identidade da bactéria.
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3. RESULTADOS
3.1. Desenho e selecdo de primers

Por meio de andlises realizadas in silico pelo BLAST com as sequéncias dos novos
primers, desenhados a partir do gene de patogenicidade hrpB e do cluster da xantomonadina e
seus respectivos amplicons, néo foi encontrada nenhuma homologia com sequéncias de outras
espécies disponiveis no GenBank.

Atendendo aos critérios preestabelecidos para o uso em cPCR, foram selecionados seis
pares de primers para o gene hrpB (primers Xcv) entre os 10 pares inicialmente testados e dois
pares desenhados para o cluster da xantomonadina (primers Xpig). As combinagdes
selecionadas encontram-se na Tabela 2.

Os oito pares de primers selecionados em cPCR foram, em seguida, testados em gPCR.
O objetivo foi selecionar as combina¢fes mais adequadas ao metodo. Dentre as combinagdes
selecionadas, o par Xcv18F/19R atendeu a todos os critérios previamente estabelecidos. As
reacOes apresentaram eficiéncia de amplificacdo dentro dos valores aceitaveis (100 + 10%)
(Tabela 4) e por meio da analise das curvas de melting, foi observada a formacdo de um pico
unico referente a temperatura de melting (Tm), sem sinais interferentes, indicando a
amplificacdo apenas do amplicon desejado (Figura 3). Os parametros de desempenho da gPCR,
e as respectivas curvas de amplificacdo e padréo encontram-se na Tabela 4 e nas Figuras 4 e 5,

respectivamente.

3.2. Especificidade e sensibilidade: cPCR e gPCR
Testes de especificidade realizados em cPCR, mostraram que 0s oito pares de primers
selecionados (Tabela 2) foram eficientes na identificacdo dos 40 isolados de Xcv, ndo havendo
amplificagdo para os 41 isolados de bactérias epifiticas e/ou endofiticas associadas a folhas

videira e com o DNA de folhas de videira. Os primers para amplificacdo parcial do cluster de
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genes envolvidos na sintese da xantomonadina (primers Xpig) foram altamente especificos para
Xcv, pois a amplificacdo foi negativa para todos os outros isolados de bactérias fitopatogénicas
testados. No entanto, reagOes utilizando os primers para o gene hrpB (primers Xcv) apresentam
amplificagdes positivas para alguns isolados do género Xanthomonas (Tabela 5). Em relacdo
ao DNA de folhas de videira nenhum amplicon foi obtido em reac¢des onde foram utilizados os
primers selecionados (Figura 2).

Os seis isolados de diferentes espécies de Xanthomonas (X. axonopodis pv. passiflorae,
X. citri pv. citri, X. citri pv. fuscans, X. citri pv. mangiferaeindicae, X. axonopodis pv. phaseoli
e X. axonopodis pv. ricini) para os quais houve amplificacdo positiva utilizando os primers
Xcv18F/19R, também foram testados em qPCR, com objetivo de verificar se 0 numero de ciclos
threshold (Ct) e a temperatura de melting (Tm) eram distintos em relagdo a Xcv. Observou-se
que os amplicons obtidos a partir do DNA dessas espécies possuiam tanto o Ct quanto o Tm
proximos. As excecdes foram para os isolados de X. axonopodis pv. passiflorae (Ct = 35,09) e
X. axonopodis pv. phaseoli (Ct = 36,06), os quais apresentaram valores de Ct superiores a Xcv
(Ct = 18,40), a partir de uma mesma concentracéo inicial de DNA gendmico (5 ng pl™) (Figura
3).

A sensibilidade de deteccdo de Xcv por PCR foi avaliada utilizando os pares de primers
Xcv18R/19R e Xpig2F/1R. O par Xcv18F/19R foi escolhido por ser adequado para uso em
ambos formatos de PCR (cPCR e gPCR) e o par Xpig2F/1R devido a sua alta especificidade
para Xcv. A sensibilidade de deteccio por cPCR foi de 15 pg pl™ para DNA gendmico e de 103
UFC ml! para suspenséo bacteriana, no havendo diferenca entres os primers utilizados. No
entanto a sensibilidade em gqPCR foi superior a obtida em cPCR, sendo de 1,5 pg pl! (Ct =

35,56) para DNA gendmico e 102 UFC ml para suspenséo bacteriana (Ct = 36,59) (Tabela 6).
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3.3. Limiar de detecgdo de Xcv em material vegetal

O limiar de detecgdo de Xcv em extratos de folhas misturados as suspensdes bacterianas
foi avaliado por extracdo de DNA total e enriquecimento prévio em meio NYDAM (BIO-PCR),
ambos seguidos por cPCR e gPCR. Em cPCR foram utilizados os pares de primers Xcv18F/19F
e Xpig2F/1R, e em qPCR apenas o par Xcv18F/19R.

O limiar de detecgdo por meio de extracio de DNA total foi de 10° UFC mltem cPCR,
ndo havendo diferenca entre os primers utilizados. Em gPCR a sensibilidade foi dez vezes
superior, ou seja, de 102 UFC ml (Ct = 35,83) (Tabela 7).

Por BIO-PCR o limiar de deteccdo em cPCR foi de uma concentragéo inicial de 10°
UFC ml?, ndo havendo diferenca entre os primers utilizados. J4 em gPCR a sensibilidade foi
dez vezes superior, detectando-se uma concentragao inicial de apenas 10 UFC ml™ (Ct = 34,42)
(Tabela 7). Assim, a combinacdo de enriquecimento prévio das amostras em meio de cultura
semisseletivo e gPCR, foi o protocolo que possibilitou a maior sensibilidade de deteccéo de

Xcv.

3.4. Validacdo dos protocolos de PCR para a detec¢do Xcv em area de ocorréncia do
cancro bacteriano
Por sua maior sensibilidade, o protocolo que empregou o0 enriquecimento em meio de
cultura (BIO-PCR), foi escolhido para sua validagdo em area com ocorréncia natural da doenca.
Um total de 112 amostras foi coletado e analisado por cPCR com os primers especificos
Xpig2F/1R e gPCR com os primers semi-especificos Xcv18F/19R. O valor de Ct de 34,42 foi
estabelecido como o valor maximo para uma amostra ser considerada positiva por gPCR, uma
vez que este valor representa o limiar de deteccio do método que corresponde a 10 UFC ml™,
Das 75 amostras de folhas coletadas em campo (25 com sintomas e 50 sem sintomas

visiveis), a bactéria foi detectada em todas as amostras, ndo havendo diferenca entre os métodos
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de deteccdo utilizados (Tabelas 8 e 9). Enquanto isso, para as 12 amostras de raizes sem
sintomas visiveis, a bactéria foi detectada em nove por qPCR (75,0%) e em seis amostras por
cPCR (50,0%). Do total de 25 amostras coletadas em casa de vegetacao, a bactéria foi detectada
em todas 11 amostras sintomaticas e em 12 assintomaticas. Xcv ndo foi detectada na amostra
do porta-enxerto IAC 313 e em um dos acessos de hibridos (Tabelas 8 e 9).

Das 36 amostras com sintomas, culturas puras tipicas de Xcv foram obtidas a partir de
29. Todos os isolados obtidos tiveram sua identidade confirmada por cPCR com os primers
Xpig2F/1R. Devido a presenca de outras bactérias e outros agentes saproéfitas, o isolamento de
Xcv de sete amostras ndo foi possivel. No entanto, em todas as 36 amostras sintomaticas, a

presenca de Xcv foi confirmada tanto por cPCR quanto por qPCR.

4. Discussao

O desenvolvimento de protocolos eficientes de deteccdo de patdgenos em material
vegetal assintomatico é uma demanda no processo quarentenario, nos estudos epidemiol6gicos
e para o controle de doencas. Protocolos de deteccdo especificos, sensiveis e rapidos sdo de
extrema importancia em programas de certificacdo de materiais de propagacao vegetativa, pois,
populacOes latentes podem causar epidemias severas em condi¢des ambientais favoraveis. A
introducdo de Xcv no Brasil deu-se possivelmente pelo transito irregular de material de
propagacdo de videira contaminado, proveniente da india. Essa bactéria é responsavel por
causar danos severos em pomares no Submédio do Vale do S&o Francisco, principalmente em
uvas de mesa, além de representar alto risco ao desenvolvimento da viticultura nacional. No
estado de Sdo Paulo, por exemplo, a deteccdo de Xcv em 2009 levou a erradicacdo de
aproximadamente 4.700 plantas (Rodrigues Neto et al., 2011). Claramente, a exclusdo de

material infectado por Xcv é muito importante para prevenir a introducdo do cancro bacteriano

42



em é&reas livres da doenga. Para este proposito, é necessario o desenvolvimento de protocolos
de deteccdo eficazes que combinem alta especificidade, sensibilidade e rapidez.

Primers (Xcv1F/3R) para deteccdo de Xcv em plantas sintomaticas e assintomaticas ja
foram desenvolvidos, porém apresentaram limitacdes quanto a especificidade e adequacao a
gPCR (Trindade et al., 2007). Testes preliminares (dados ndo apresentados) em gPCR com o
sistema de detecgdo SYBR® Green, mostraram que o par Xcv1F/3R ndo foi adequado, pois
apresentou baixa sensibilidade de deteccdo e eficiéncia de reagdo, além da formacao de dimeros
de primers. Assim, novos primers para uso em ¢gPCR foram desenhados, visando a
amplificacdo de novos sitios na mesma sequéncia do gene de patogenicidade hrpB.

Em bactérias fitopatogénicas o sistema de secrecéo tipo 111 é codificado pelo cluster de
genes hrp, sendo este altamente conservado em Xanthomonas (Leite Janior et al., 1994a), mas
Uteis para diferenciar espécies e patovares deste género (Leite Janior et al., 1994b; Roberts et
al., 1996). Testes de especificidade com o0s novos primers desenhados para o gene hrpB
mostraram que, além de Xcv, DNA ndo-alvo de outras espécies e patovares de Xanthomonas
também foram amplificados. Trindade et al. (2007) também observaram que reagdes com o par
Xcv1F/3R, amplificaram o DNA de quatro isolados de X. citri pv. mangiferaeindicae e cinco
isolados de X. axonopodis pv. passiflorae.

Os primers Xcv18F/19R utilizados nos ensaios de deteccdo em material vegetal,
apresentaram o mesmo nivel de especificidade do par XcvlF/3R, mas com sensibilidade
superior e adequado para uso em qPCR. Além disso, nenhuma amplificacéo foi detectada em
41 isolados bacterianos da microbiota natural da videira provenientes de diferentes ambientes
e variedades de uva (Tabelas 1, 3 € 5). Uma vez que néo ha relatos da ocorréncia natural desses
patovares em V. vinifera e considerando que, em geral, as espécies de Xanthomonas possuem
uma faixa restrita de hospedeiros, &€ muito improvavel que esses resultados limitem o uso desses

primers para detecgdo de Xcv em videiras e diagnostico cancro bacteriano da videira.
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Procurando por um alvo mais especifico, usamos uma abordagem gendmica para
selecionar sitios de anelamento adicionais. Xcv € uma Xanthomonas ndo pigmentada e todos
os isolados coletados no Brasil produzem colonias creme-esbranquigadas. Assim, primers
visando essa caracteristica do patovar, minimizariam o risco de falsos positivos nos
procedimentos diagnosticos.

A sintese do pigmento xantomonadina depende da expressdo de um cluster de genes. O
sequenciamento completo do genoma do patotipo LMG 965 (Midha & Patil, 2014) mostrou
algumas caracteristicas especiais nesse cluster, responsaveis pela falta de pigmentacdo em Xcv.
Os autores mostraram a ocorréncia de uma delecdo de quatro nucleotideos no gene que codifica
a enzima fosfotransferase/desidratase em Xcv e um elemento de insergdo (IS) no pv.
mangiferaeindicae, que também possui isolados sem pigmentacdo. Os primers Xpig foram
desenhados com base nesses polimorfismos, e por meio dos ensaios realizados, foi confirmado
a sua especificidade para Xcv tanto in silico quanto in planta.

Ensaios preliminares de deteccdo de Xcv foram realizados utilizando extrato de folhas
de videira misturados a suspensdo bacteriana diretamente na PCR, no entanto ndo houve
sucesso, possivelmente devido a presenca de compostos inibidores, tais como polifendis. Estes
compostos afetam diretamente a PCR, exercendo um efeito direto sobre a polimerase ou
ligando-se ao DNA (Palacio-Bielsa et al., 2009). Trindade et al. (2007) também observaram
que nao foi possivel detectar Xcv diretamente em extratos de tecidos previamente inoculados.
Para contornar esse problema, antes da PCR as amostras passaram por uma etapa de extracao
de DNA total ou de enriquecimento em meio de cultura semisseletivo (BIO-PCR).

A extracdo de DNA total de extratos de videira misturados a suspenséo bacteriana de
Xcv, em diferentes concentracdes, ndo melhorou a sensibilidade quando comparado a
suspensdo pura. Os limiares de detec¢do foram os mesmos 10° (cPCR) e 102 UFC miI! (QPCR).

Para outras espécies de Xanthomonas, patogénicas a mandioca, foi demonstrado que a etapa de
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purificacdo do DNA auxiliou no diagnostico, concentrando o0 DNA e eliminando os inibidores
da PCR, diminuindo assim o limiar de deteccdo (Flores et al., 2019). No presente estudo, a
maior sensibilidade foi obtida combinando-se o enriquecimento da populagéo bacteriana e a
gPCR. O passo de extracdo de DNA total, embora menos demorado, pode ser mais adequado
para detectar Xcv em material sintomatico por cPCR, pois neste caso, alta sensibilidade ndo
seria requerida, devido a grande populacéo bacteriana dentro dos tecidos da planta. No entanto,
a escolha do método a ser utilizados dependera dos recursos do laboratério, do numero de
amostras a serem testadas e da clara evidéncia dos sintomas. Uma PCR duplex com ambos 0s
conjuntos de primers também é viavel, uma vez que ambos os primers tém a mesma
sensibilidade em cPCR. Os dois amplicons diferem em 48 pb, portanto, seria necessario um gel
de agarose mais concentrado, entre 1,5 e 2,0 %, para possibilitar a separacéo e visualizacdo de
ambos os fragmentos.

Utilizando a etapa prévia de enriquecimento das amostras em meio de cultura
semisseletivo foi observado aumento da sensibilidade em dez vezes, quando comparado com a
extracdo de DNA total. A maior sensibilidade foi obtida no formato qPCR, detectando uma
concentragéo inicial de 10' UFC ml?, sensibilidade adequada para deteccdo em material
assintomatico. Esse resultado é comparavel a outros protocolos de gPCR, como o empregado
para a deteccdo de X. arboricola pv. pruni em ameixa (Ballard et al., 2011). Freitas (2012),
utilizando lavado de folhas seguido de plagueamento em meio semisseletivo, relata ndo ter sido
possivel detectar Xcv em 100% das repeticdes em concentrag@es inferiores a 10° UFC ml?!
(Freitas, 2012). Entretanto, com o protocolo aqui proposto, Xcv foi detectada em todas as
repeticdes, mesmo em concentragcdes mais baixas.

O protocolo foi validado com amostras de campo em ambos os formatos de PCR, uma
vez que a tecnica de qPCR pode ndo estar acessivel a muitos laboratorios no Brasil. Os

resultados mostraram que o protocolo recém desenvolvido pode ser usado para a deteccao de
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Xcv em amostras de videira sintomaéticas e assintomaticas e em hospedeiros alternativos. A
presenca de Xcv foi detectada por g°PCR em 100% das amostras sintométicas e em 93,4% das
assintomaticas. Para amostras de folhas, ndo houve diferenca entre as técnicas utilizadas para
deteccdo, isto é, as amostras positivas por gPCR também foram positivas por cPCR. No entanto,
para algumas amostras com Ct acima de 27,0, as bandas de DNA nos géis de agarose foram
pouco intensas. Em amostras de raizes, a qPCR foi mais eficiente. Xcv coloniza plantas de
videira sistemicamente, tendo sido detectada em diferentes pontos, partes aéreas, porta-
enxertos, bagas e sementes de uva (Tostes et al., 2014). No presente trabalho relatamos a sua
presenca em raizes de videiras da variedade Red Globe com sintomas severos de cancro
bacteriano.

Os protocolos desenvolvidos neste estudo mostraram-se Uteis para a detec¢do de Xcv
em amostras assintomaticas, sendo ferramentas valiosas para a deteccdo e identificacdo de Xcv
em diferentes situaces, tanto para fins de pesquisa como em rotinas de inspec¢ao fitossanitéaria.
A escolha do protocolo dependera de recursos do laboratério, e da presenca de sintomas no
material vegetal. Uma sequéncia sugerida para triagem de um grande nimero de amostras, seria
a cPCR com os primers especificos Xpig (protocolo de menor custo e com baixa taxa de falso
positivo), seguida da confirmagéo apenas das amostras negativas por qPCR, o protocolo mais
sensivel, mas com maior custo. Ainda, deve-se considerar a possibilidade de se realizar o
isolamento ou testes complementares em caso de ambiguidades, como por exemplo, material

com sintomas, mas PCR negativa, ou resultados conflitantes entre cPCR e qPCR.
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Tabela 1 Isolados bacterianos utilizados no estudo de deteccdo de Xanthomonas citri pv.

viticola
Isolados Hospedeira Origem! e ano de coleta
Xanthomonas citri pv. viticola
NCPPB 2475 (LMG 965) Vitis vinifera india, 1972
A2, A3, All, A12 Vitis vinifera Petrolina — PE, 2010
AR1, AR2 Vitis vinifera Petrolina — PE, 2012

AM 1, AM 2, AM 3

P1S5, P1S6 (CFBP 7764), P1S9, P1S16

P2S1, P2S2, P254, P2S6

RS 2,RS8,RS 10, RS 11

TR1,TR3

UnB 1183, UnB 1184, UnB 1188, UnB 1189, UnB 1190,
UnB 1192, UnB 1193, UnB 1194

unB 1205

UnB 1307, UnB 1309, UnB 1313, UnB 1315

unB 1318

UnB 1429

Xev 2

Agrobacterium tumefaciens UnB 1138

Acidovorax citrulli UnB 1232

Burkholderia cepacia UnB 1134

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis UnB 1391
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens UnB 1376
Dickeya chrysanthemi UnB 336

Erwinia psidii IBSBF 435 T

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum UnB 1036
Pseudomonas cichorii UnB 1387

Pseudomonas corrugata UnB 1142

Pseudomonas syringae pv. tomato UnB 853

Ralstonia solanacearum UnB 1173

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis UnB 1111
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae UnB 1395
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli UnB 187
Xanthomonas axonopodis pv. ricini UnB 607
Xanthomonas campestris pv. campestris UnB 1394
Xanthomonas campestris pv. vitians UnB 845
Xanthomonas citri pv. citri UnB 92

Xanthomonas citri pv. fuscans UnB 773

Xanthomonas citri pv. malvacearum UnB 87
Xanthomonas citri pv. mangiferaeindicae UnB 764
Xanthomonas cucurbitae UnB 1080

Bactérias ndao patogénicas associadas a videira

2 isolados

29 isolados

10 isolados

Amaranthus sp.
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera

Vitis vinifera
Vitis vinifera

Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Daucus carota
Cucumis melo
Allium sativum
Solanum lycopersicum
Phaseolus vulgaris
Beta vulgaris var. cicla
Psidium guajava
Solanum lycopersicum
Gerbera sp.
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Solanum lycopersicum
Manihot esculenta
Passiflora edulis
Phaseolus vulgaris
Ricinus communis
Brassica oleracea
Lactuca sativa
Citrus sp.
Phaseolus vulgaris
Gossypium sp.
Mangifera indica

Cucumis sativus

Vitis vinifera
Vitis vinifera

Vitis spp.

Petrolina — PE, 2012
Petrolina — PE, 2012
Petrolina — PE, 2012
Curagd — BA, 2012
Petrolina — PE, 2012

Petrolina — PE, 1998

Sobradinho — BA, 2000
Petrolina — PE, 2005
nd 2, 2006
Petrolina — PE, 2016
Lagoa Grande- PE, 2008
nd, 1996
Petrolina — PE, 2000
nd, 1996
Monte Alto — MG, 2014
Alto Paraiso — GO, 2013
nd, 1983
Valinhos — SP, 1982
Planaltina — DF, 1992
Brazlandia — DF, 2013
nd, 1996
Vargem Bonita — DF, 1991
Planaltina — DF, 1998
Paranavai — PR, 1996
Vargem Bonita — DF, 2016
Brasilia — DF, 1981
Ibiapina — CE, 1985
Vargem Bonita — DF, 2016
Vargem Bonita — DF, 1991
nd
nd, 1990
Planaltina — DF, 1980
Planaltina — DF, 1990
Vargem Bonita — DF, 1995

Brasilia— DF, 2016
Petrolina — PE, 2016
Petrolina — PE, 2016

!PE, estado de Pernambuco; BA, Bahia; MG, Minas Gerais; GO, Goias; SP, S&o Paulo; DF, Distrito Federal; PR, Parana.

2nd, informag&o n&o disponivel.
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Tabela 2 Primers utilizados no estudo de deteccdo de Xanthomonas citri pv. viticola

Primers! Sequéncia, 5°- 3’ Tm? Combinagédo Alvo Amplicon (pb)
Xcev 4F ATTGAACAACCCATGCCGAC 53
XcvAF/Xev5R hrpB 126
Xcv 5R CTCGGGCGAATTCCATCAAG 53
Xcv 6F TATGGCAAGGTGGTCGAACT 53
Xcv6F/Xcv7R hrpB 108
Xcv 7R CTGCAACAAGGTGCCATCG 54
Xcv 8F CGGCTGATTGAACAACCCAT 53
Xcv8F/XcvIR hrpB 118
Xev 9R ATCAAGGTGCTCTGCCGAC 54
Xcv 10F GTCATTCGCCGCGTGTTG 55
Xcv10F/Xcv3R hrpB 132
Xcev 3R AGTTCGACCACCTTGCCATA 53
Xcev 11F CTGATTGAACAACCCATGCC 52
Xcv11F/Xcev12R hrpB 130
Xcv 12R GCTCGGGCGAATTCCATC 53
Xev 1F TGCAGGTGAGCTGTGC 51
Xcv1lF/Xev13R hrpB 129
Xcv 13R CAACACGCGGCGAATGAC 55
Xcv14F CGTCGGCGGCTGATTGAACA 58
Xcv14F/Xcv15R hrpB 140
Xcv 15R TGCTCGGGCGAATTCCATCAA 57
Xcv 16F TCAGCCGCGATCTCGCATTG 58
Xcv16F/Xcvl7R hrpB 117
Xcv 17R CCAACAAGGCCGGTCCAACA 57
Xcv 18F AGACGCGCGTGATCGGATTG 58
Xcv18F/Xcv19R hrpB 118
Xcv 19R TCGCAGGCGATTGCTCCTTG 58
Xcv 20F GAACTCGTCGGCACCATGCTCA 59
Xcv20F/Xcev21R hrpB 102
Xev 21R TTCGGCACGCTGCAACAAGG 59
Xpig 1F GCATGCAGCTTATGACGGTG 55 205
XpiglF/XpiglR xantomonadina
Xpig 1R CAGGGCGAGGACAGCAAT 56
Xpig 2F TACGAACGCTGCCCTTGAAG 55 Xpig2F/XpiglR xantomonadina 166

L Pares de primers selecionados para os ensaios de PCR estdo em negrito.

2 Temperatura de melting.
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Tabela 3 Caracterizacdo cultural e bioquimica de bactérias ndo patogénicas associadas a folhas e peciolos de videira

Isolado Hospedeira® Coloragdo dacolonia  KOH?  Catalase®  Oxidase* O/F® King'sB®  Asparagina’ NYDAM?®  Hidrolise Amido® Hidrolise Gelatinal®
1 Sugraone Creme +11 + - Oxidativa - - - + -
2 Thompson Seedless Amarela -12 - - Fermentativa - + - - -
3 Hibrido Branca + + - Fermentativa - + - + -
4 Hibrido Creme + + - Oxidativa - - + + -
5 Hibrido Branca + + - Fermentativa - + - - -
6 Hibrido Creme + - - Fermentativa - + - + -
7 Hibrido Amarela - + - Fermentativa - + + - -
8 Hibrido Creme + + + Oxidativa + + + + -
9 Hibrido Amarela - + - Fermentativa - + + + -
10 Hibrido Branca + + - Fermentativa - + + + +
11 Hibrido Branca - + - Fermentativa - + + + +
12 Hibrido Branca - + - Fermentativa - + + + +
13 BRS Nubia Branca - + - Fermentativa - + + + -
14 BRS Nubia Rosa + + + Oxidativa - + + + -
15 BRS Nubia Amarela + + - Fermentativa - + + - +
16 BRS Nubia Amarela + + - Fermentativa - + + - +
17 BRS Nubia Branca - + - Fermentativa - + + + +
18 BRS Nubia Branca - + - Fermentativa - + + + +
19 BRS Nubia Branca - + - Fermentativa - + + + +
20 BRS Nubia Amarela + + - Fermentativa - + + - -
21 BRS Nubia Branca + + - Oxidativa - + + + +
22 BRS Nubia Branca - + - Fermentativa - + + + +
23 BRS Nubia Branca - + - Fermentativa - + + + +
24 BRS Nubia Branca - + - Fermentativa - + + - +
25 Red Globe Branca - + - Fermentativa - + + + +
26 Red Globe Branca - + - Oxidativa - + + + -
27 Red Globe Laranja - + - Fermentativa - + + + -
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Tabela 3

(Continuagéo)

Isolado Hospedeira® Coloragdo dacolonia  KOH?  Catalase®  Oxidase* O/F® King'sB®  Asparagina’ NYDAM?®  Hidrolise Amido® Hidrolise Gelatinal®
28 Red Globe Creme + + + Fermentativa - + + - -
29 Crimson Amarela + + - Fermentativa - + + - +
30 Crimson Amarela + + - Oxidativa - - + - +
31 BRS Magna Branca - + - Fermentativa - + + + +
32 BRS Magna Creme - + - Fermentativa - - + - -
33 BRS Magna Amarela - + - Fermentativa - - + + -
34 Red Globe Branca - + - Fermentativa - + + + +
35 Red Globe Creme + + - Oxidativa - + + + -
36 BRS Vitoria Branca - + - Fermentativa - + + + -
37 CNPUV 25 Branca + + - Fermentativa - + + + +
38 CNPUV 25 Branca - + - Fermentativa - + + + +
39 Thompson Seedless Branca - + - Fermentativa - + + + +
40 Thompson Seedless Creme + + + Oxidativa + + + + -
41 BRS Santa Clara Creme + + - Fermentativa - + + + -

1 variedade de origem do isolado.

2 Teste de solubilidade em KOH a 3%.

% Teste para presenca de catalase.

4 Teste para presenca de oxidase.

5 Teste para oxidagdo x metabolismo de glicose.

® Teste para a producio de pigmento fluorescente em meio King’s B.

7 Crescimento em meio contento asparagina como fonte (inica de carbono.
8 Crescimento em meio NYDAM (Peixoto et al., 2006).
° Teste para hidrolise de amido.

10 Teste para hidrdlise de gelatina.

1 (+) Positivo
12 (-) Negativo
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Tabela 4 Parametros de desempenho da PCR em tempo real (SYBR® Green), com o par
de primers Xcv18F/19R, avaliados através de curvas padrao geradas a partir de diluicdes
seriadas (1:10) de DNA gendmico (1,5 pg pl™ a 150 fg pl™?) e de suspensdo bacteriana
(108 UFC mlta 1 UFC mlI?) de Xanthomonas citri pv. viticola (Xcv)

Molde 1E (%) 2R? 3Slope  4Y =int
gDNA Xcv 99,16 0,996 3,342 25,827
gDNA Xcv 94,98 0,990 3,448 26,678
Suspenséo Xcv 92,87 0,995 3,506 44,310
Suspenséo Xcv 92,54 0,994 3,515 44,428

1 E = Eficiéncia da PCR.

2 R? corresponde ao coeficiente de correlagio da regressdo linear, indica o quanto os valores medidos das
diluicBes em série se ajustam a curva padréo, ou seja, reflete a linearidade da curva; O valor de R? deve ser
maior ou igual a 0,985, sendo 1 o valor maximo teérico.

3 Slope ¢ o coeficiente angular (a) da equacéo referente a curva padrdo (y=ax+b).

4Y = int representa o valor de Ct em que a curva padrdo cruza o eixo y.
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Tabela 5 Especificidade de primers desenhados e selecionados para detecgéo de Xanthomonas citri pv. viticola em videira

Isolados Xcv1F/13R Xcv8F/9R Xcv10F/3R Xcv16F/17R Xcv18F/19R Xcv20F/21R XpiglF/1R Xpig2F/1R
Xanthomonas citri pv. viticola *? +3 + + + + + + +
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis UnB 1111 2 -4 - - - - - - -
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae UnB 1395 - - - - + - - -
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli UnB 187 - - - - + - - -
Xanthomonas axonopodis pv. ricini UnB 607 2 - + + - + + - -
Xanthomonas campestris pv. campestris UnB 1394 + - + - - - - -
Xanthomonas campestris pv. vitians UnB 845 - - - - - - - -
Xanthomonas citri pv. citri UnB 92 + + + + + + - -
Xanthomonas citri pv. fuscans UnB 773 + - + - + + - -
Xanthomonas citri pv. malvacearum UnB 87 - - - - - - - -
Xanthomonas citri pv. mangiferaeindicae UnB 764 2 + + + + + + - -

Xanthomonas cucurbitae UnB 1080
Agrobacterium tumefaciens UnB 1138
Acidovorax citrulli UnB 1232
Burkholderia cepacia UnB 1134

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis UnB 1391
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens UnB 1376

Dickeya chrysanthemi UnB 336
Erwinia psidii IBSBF 435

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum UnB 1036

Pseudomonas cichorii UnB 1387
Pseudomonas corrugata UnB 1142
Pseudomonas syringae pv. tomato UnB 853
Ralstonia solanacearum UnB 1173

Bactérias ndo patogénicas associadas a videira °

! Todos os isolados de Xcv utilizados no estudo (Tabela 1); 2 Isolados de Xanthomonas que produzem coldnias brancas; 2 (+) amplificagdo positiva. * (-) amplificagdo negativa; ° Todos os isolados de bactérias néo

patogénicas associadas a videira utilizados neste estudo (Tabelas 1 e 3).
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Tabela 6 Sensibilidade de deteccdo de DNA gendmico (parte superior) e suspensédo

bacteriana (parte inferior) de Xanthomonas citri pv. viticola (UnB 1188) por PCR
convencional (cPCR) e PCR em tempo real (qQPCR). Os valores Ct indicados em gPCR
referem-se a média de dois ensaios independentes

DNA ([ ] ul)

PCR Primers 1,5ng 150 pg 15pg 1,5pg 150 fg
qPCR Xev 18F/19R 25,63 29,06 32,54 35,56

c¢PCR

XpngF”R _
UFC ml!

PCR Primers 108 107 108 10° 10# 10° 10? 10t 1
qPCR Xcv 18F/19R 1620 1921 23,59 2738 3054 3390 36,59
c¢PCR




Tabela 7 Limiar de detecgéo de Xanthomonas citri pv. viticola (UnB 1188) em extratos

de folhas de videira misturados a suspensdo bacteriana, por PCR convencional (cPCR) e

PCR em tempo real (qPCR), ap0s extracdo de DNA total (parte superior) e

enriquecimento por 72h em meio semisseletivo NYDAM (parte inferior). Os valores Ct

indicados em qPCR referem-se a media de dois ensaios independentes

UFC ml!
PCR Primers 107 106 105 104 10° 102 10! 1
qPCR Xcv 18F/19R 19,45 2246 2586 29,55 3296 35.83 - -
cPCR

UFC ml!
PCR Primers 107 106 10° 104 103 102 10! 1
qPCR Xcv 18F/19R 17,00 17,70 20,12 20,42 21,14 22,64 34,42 -
cPCR




Tabela 8 Deteccdo de Xanthomonas citri pv. viticola, por PCR, em folhas de videira

sintomaticas coletadas em area de ocorréncia do cancro bacteriano em Petrolina, PE

Variedade Local gPCR ! (Ct?) cPCR3
Benitaka Campo 1/1(20,39) 11
BRS Isis Campo 1/1 (18,75) 11
BRS Linda Campo 5/5 (21,22) 5/5
BRS Nubia Campo 2/2 (18,98) 212
BRS Vitdria Campo 2/2 (19,74) 2/2
Crimson Campo 2/2 (19,41) 2/2
Italia Campo 1/1 (19,20) 11
Niagara Rosada Campo 1/1 (18,87) 11
Red Globe Campo 6/6 (20,32) 6/6
Sugraone Campo 1/1 (20,94) 11
Thompson Seedless Campo 3/3 (22,10) 3/3
Hibridos Casa de vegetacdo 10/10 (22,57) 10/10
Red Globe Casa de vegetacdo 1/1 (19,70) 11
Total 36/36 36/36

1 NUmero de amostras positivas por PCR em tempo real com o par de primers Xcv18F/19R / nimero total
de amostras testadas.

2 Ct (cycle threshold): média geral das amostras positivas de cada variedade.

3 NUimero de amostras positivas por PCR convencional com o par de primers Xpig2F/1R / nimero total de
amostras testadas.
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Tabela 9 Detecgédo de Xanthomonas citri pv. viticola, por PCR, em amostras de videira

e de Amaranthus sp., assintomaticas, coletadas em area de ocorréncia do cancro

bacteriano em Petrolina, PE

Variedade Local Amostra gPCR ! (Ct?) cPCR?
Benitaka Campo Folha 2/2 (27,84) 2/2
Brasil Campo Folha 2/2 (26,05) 2/2
BRS Cora Campo Folha 4/4 (22,60) 4/4
BRS Isis Campo Folha 4/4 (23,19) 4/4
BRS Linda Campo Folha 2/2 (24,81) 212
BRS Magna Campo Folha 717 (22,47) 717
BRS Nubia Campo Folha 2/2 (22,16) 2/2
BRS Vitéria Campo Folha 1/1 (25,70) 1/1
Crimson Campo Folha 1/1 (17,51) 1/1
IAC 572 Campo Folha 2/2 (22,50) 2/2
Isabel Campo Folha 5/5 (28,52) 5/5
Isabel Muscat Campo Folha 3/3 (23,32) 3/3
Italia Campo Folha 2/2 (26,38) 2/2
Niagara Rosada Campo Folha 4/4 (26,14) 4/4
Red Globe Campo Folha 1/1 (19,83) 11
Sugraone Campo Folha 3/3 (20,26) 33
Thompson Seedless Campo Folha 3/3 (24,09) 33
Red Globe Campo Raiz 9/12 (28,10) 6/12
Amaranthus sp.5 Campo Folha 2/2 (26,54) 2/2
Hibridos Casa de vegetacdo Folha 12/13 (21,16) 12/13
IAC 313 Casa de vegetacdo Folha 0/1 (nd) & 0/1
Total 71/76 68/76

1 NGmero de amostras positivas por PCR em tempo real com o par de primers Xcv18F/19R / nimero total

de amostras testadas.

2 Ct (cycle threshold): média geral das amostras positivas de cada variedade.

3 NGimero de amostras positivas por PCR convencional com o par de primers Xpig2F/1R / nimero total de

amostras testadas.

4 Amostras de raizes coletadas de videiras com sintomas severos de cancro bacteriano.

5 Hospedeira alternativa.

®nd, ndo detectado (Ct indeterminado).
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Figura 1. Localizacdo dos primers Xpig em alinhamento do cluster da xantomonadina de Xanthomonas citri pv. viticola (acesso CBZT010000000)
e Xanthomonas citri pv. mangiferaeindicae (KF991092). (a) Visao geral da localizacdo dos primers forward Xpig em uma regido intergénica de
X. citri pv. viticola e a presenca de um transposon em X. citri pv. mangiferaeindicae. (b) Visdo ampliada da localizagdo dos primers Xpig,

mostrando nenhuma identidade com X. citri pv. mangiferaeindicae.
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Figura 2. Especificidade dos pares de primers Xcv18F/19R (a) e Xpig2F/1R (b) para
deteccdo e identificacdo de Xanthomonas citri pv. viticola. Linhas 1: NCPPB 2475; 2:
UnB 1188; 3: UnB 1205; 4: UnB 92; 5: UnB 764, 6: UnB 773; 7: UnB 607; 8: UnB 1395;
9: UnB 187; 10-11: Bactérias epifiticas e/ou endofiticas da videira; 12: DNA de videira;
13: Controle Negativo PCR; M: Marcador 100 pb (Ludwig) Linhas 1-3: Xanthomonas
citri pv. viticola; 4: X. citri pv. citri; 5: X. citri pv. mangiferaeindicae; 6. X. citri pv.
fuscans; 7: X. axonopodis pv. ricini; 8: X. axonopodis pv. passiflorae; 9: X. axonopodis

pv. phaseoli.

64



3.0 |

ARn

Lo b

0,0

1,0

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Ciclo

Derivative Reporter (-Rn")

' 60 65 70 75 80 85 90 95
Temperatura (°C) Tm: 89,9
—_—A B C D E F G H

Figura 3. PCR em tempo real (SYBR® Green) com o par de primers Xcv18R/19F,
utilizando como molde DNA gendmico (5 ng pl?') de diferentes espécies de
Xanthomonas. (a) Curvas de amplificacdo. (b) Curvas de melting. Legenda: A - X. citri
pv. viticola (UnB 1188); B - X. citri pv. viticola (NCPPB 2475); C - X. axonopodis pv.
passiflorae (UnB 1395); D - X. axonopodis pv. phaseoli (UnB 187). E - X. axonopodis
pv. ricini (UnB 607); F - X. citri pv. mangiferaeindicae (UnB 764); G - X. citri pv. fuscans
(UnB 773); H - X. citri pv. citri (UnB 92).
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Figura 4. Curvas de amplificacdo da PCR em tempo real (SYBR® Green) com o par de
primers Xcv18F/19R, para deteccdo de (a) DNA gendmico (1,5 ng plt a 150 fg pl?) e
(b) suspensdo bacteriana (108 a 1 UFC ml %) de Xanthomonas citri pv. viticola (UnB
1188). Legenda (a): A - Controle Negativo (agua destilada esterilizada); B - 1,5 ng pl™;
C - 150 pg plIt; D - 15 pg plt; E: 1,5 pg pl?; F: 150 fg pl. Legenda (b): Controle
Negativo (a4gua destilada esterilizada); B - 108 UFC ml; C - 10" UFC ml*; D - 10® UFC
ml; E - 10° UFC ml%; F - 10* UFC ml%; G - 108 UFC mlt; H 10?2 UFC ml™.
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Figura 5. Curvas padrdo gerada por PCR em tempo real (SYBR® Green) com o par de
primers Xcv18F/19R, para deteccdo de (a) DNA gendmico (1,5 ng pl™t a 150 fg pl?) e
(b) suspensdo bacteriana (108 a 1 UFC ml %) de Xanthomonas citri pv. viticola (UnB
1188).
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6. ANEXOS

Tabela A1 Sensibilidade por PCR em tempo real (SYBR® Green) com o par de primers
Xcv18F/19R, para deteccdo de DNA gendmico de Xanthomonas citri pv. viticola (UnB
1188)

DNA ] ul? Ensaio 1 Ensaio 2 Média
1,5ng 25,91 £0,15 25,31 +0,071 25,63 +0,42
150 pg 29,72 £ 0,48 28,49 £ 0,14 29,06 = 0,87
15pg 33,05+0,11 31,96 £ 0,28 32,54 £ 0,77
1,5pg 35,97 £ 0,39 35,29 £ 0,32 35,56 £0,48
150 fg -2 - -

1Valores de Ct (cycle threshold).

2(-), auséncia de fluorescéncia acima da linha de threshold (Ct intederminado).

Tabela A2 Sensibilidade por PCR em tempo real (SYBR® Green) com o par de primers
Xcv18F/19R, para deteccdo de suspensdo bacteriana de Xanthomonas citri pv. viticola

(UnB 1188)

UFC mi? Ensaio 1 Ensaio 2 Média
108 16,19+ 0,111 16,20 £ 0,06 16,20 £ 0,01
107 19,22 £0,11 19,19 £ 0,07 19,21 £ 0,02
10° 23,57 £0,16 23,61+£0,16 23,59 £ 0,03
10° 27,20+ 0,44 27,57 £0,35 27,38 £ 0,26
10* 30,55+ 0,24 30,53+ 0,23 30,54 £ 0,01
103 34,02+ 0,48 33,69 £ 0,15 33,90+ 0,23
10? 36,55+ 0,33 36,66 + 0,22 36,59 + 0,08
10 -2 - -

1 - - -

tValores de Ct (cycle threshold).

2(-), auséncia de fluorescéncia acima da linha de threshold (Ct intederminado).



Tabela A3 Sensibilidade por PCR em tempo real (SYBR® Green) com o par de primers
Xcv18F/19R, para deteccao de Xanthomonas citri pv. viticola (UnB 1188) em DNA total

extraido da mistura de extratos de folhas de videiras sadias e suspensdo bacteriana

UFC ml? Ensaio 1 Ensaio 2 Média
107 19,49+ 0,091 19,41+0,31 19,45 + 0,06
10° 22,75 %£0,23 22,21 +£0,40 22,46 £ 0,38
10° 26,47 £ 0,23 25,33 £0,22 25,86 + 0,81
10* 29,94 £ 0,21 29,09 + 0,29 29,55 + 0,60
103 33,48 + 0,33 32,45 + 0,26 32,96 £ 0,73
102 36,82 + 0,26 34,83 £ 0,55 35,83+1,41
10 -2 - -

1 - - -

1Valores de Ct (cycle threshold).

2(-), auséncia de fluorescéncia acima da linha de threshold (Ct intederminado).

Table A4 Sensibilidade por PCR em tempo real (SYBR® Green) utilizando o par de

primers Xcv18F/19R, para deteccdo de Xanthomonas citri pv. viticola (UnB 1188) em

extratos de folhas de videiras sadias misturadas a suspensdo bacteriana, apds

enriquecimento por 72h em meio semisseletivo (NYDAM)

UFC ml? Ensaio 1 Ensaio 2 Média
107 16,75+ 0,281 17,23 +£0,78 17,00 £0,34
10° 17,83+£0,91 17,58 £ 0,56 17,70£0,18
10° 19,98 £ 0,57 20,26 £ 0,51 20,12 £ 0,20
10* 20,16 £ 0,28 20,67 £0,33 20,42 £ 0,37
103 21,24 +£0,31 21,04 £0,63 21,14+0,14
10? 22,32 £0,61 22,97 £ 0,40 22,64 = 0,46
10 34,59 £ 0,65 34,25+ 0,36 34,42 £ 0,24

1 -2 - -

1Valores de Ct (cycle threshold).

2(-), auséncia de fluorescéncia acima da linha de threshold (Ct intederminado).
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Tabela A5 Deteccdo de Xanthomonas citri pv. viticola, por isolamento em meio NYDAM, PCR convencional (cPCR) e PCR em tempo real
(gPCR), em amostras de videira e Amaranthus sp. coletadas em Petrolina, PE, em maio de 2018.

Amostra com sintoma

ID amostra | Data da coleta | Local | Amostra Variedade sim o Data do processamento | Isolamento (M%Z%RCt) cPCR
1 21/05/2018 PB! Folha Red Globe X 22/05/2018 +3 18,82 +
2 21/05/2018 PB! Raiz Red Globe X 21/05/2018 nr 25,30 +
3 21/05/2018 PB! Folha Red Globe 22/05/2018 - 19,55 +
4 21/05/2018 PB! Folha Red Globe 22/05/2018 + 18,96 +
5 21/05/2018 PB! Folha | Thompson Seedless X 21/05/2018 nr 23,98 +
6 21/05/2018 PB! Folha | Thompson Seedless 22/05/2018 + 24,29 +
7 21/05/2018 PB! Folha Red Globe 22/05/2018 + 27,83 +
8 21/05/2018 PB! Folha BRS Linda 22/05/2018 + 20,72 +
9 21/05/2018 PB! Folha BRS Isis X 21/05/2018 nr 20,18 +
10 21/05/2018 PB! Folha Crimson X 22/05/2018 + 20,22 +
11 21/05/2018 PB! Folha Benitaka 21/05/2018 nr 29,80 +
12 21/05/2018 PB! Folha Isabel 21/05/2018 nr 34,27 +
14 21/05/2018 PB! Folha BRS Vitoria X 22/05/2018 + 20,26 +
15 21/05/2018 PB! Folha Italia 21/05/2018 nr 21,92 +
16 21/05/2018 PB! Folha Isabel Muscat 21/05/2018 nr 25,22 +
17 21/05/2018 PB! Folha BRS Nubia 21/05/2018 nr 24,20 +
18 21/05/2018 PB! Folha BRS Nubia X 22/05/2018 + 20,17 +
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Amostra com sintoma

gPCR

ID amostra | Data da coleta | Local | Amostra Variedade i Nao Data do processamento | Isolamento (Média Ct) cPCR
19 21/05/2018 PB! | Folha BRS Magna X 21/05/2018 nr 26,81 +
20 21/05/2018 PB! | Folha Red Globe X 22/5/2018 + 19,64 +
21 21/05/2018 PB! | Folha BRS Magna X 21/05/2018 nr 20,72 +
23 21/05/2018 PB! | Folha BRS Magna X 21/05/2018 nr 22,79 +
25 21/05/2018 PB! | Folha BRS Cora X 21/05/2018 nr 22,24 +
28 21/05/2018 PB! | Folha BRS Isis X 21/05/2018 nr 23,36 +
30 21/05/2018 PB! | Folha Isabel X 21/05/2018 nr 27,14 +
31 21/05/2018 PB! | Folha Isabel X 21/05/2018 nr 33,15 +
32 21/05/2018 PB! | Folha | Niagara Rosada X 21/05/2018 nr 25,17 +
33 21/05/2018 PB! | Folha BRS Linda 22/05/2018 + 20,80 +
34 21/05/2018 PB! | Folha BRS Linda 22/05/2018 + 21,31 +
35 21/05/2018 PB! | Folha Isabel Muscat X 21/05/2018 nr 26,39 +
36 21/05/2018 PB! | Folha Sugraone X 21/05/2018 nr 19,75 +
37 21/05/2018 PB! | Folha Sugraone X 21/05/2018 nr 19,29 +
38 21/05/2018 PB! | Folha Crimson X 21/05/2018 nr 17,51 +
39 21/05/2018 PB! | Folha BRS Magna X 21/05/2018 nr 18.75 +
40 21/05/2018 PB! | Folha Red Globe X 22/05/2018 + 17,11 +
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Amostra com sintoma

ID amostra | Data da coleta | Local | Amostra Variedade sm N Data do processamento | Isolamento (MqéZIiC;RCt) cPCR
41 21/05/2018 PB! Folha Isabel Muscat X 21/05/2018 nr 18,36 +
42 21/05/2018 PB! Folha Amaranthus sp. X 21/05/2018 nr 24,68 +
43 21/05/2018 PB!? Folha BRS Cora X 21/05/2018 nr 22,64 +
44 21/05/2018 PB!? Folha BRS lIsis X 21/05/2018 nr 21,04 +
45 21/05/2018 PB!? Folha IAC 572 X 21/05/2018 nr 23,32 +
47 21/05/2018 PB!? Folha BRS Magna X 21/05/2018 nr 20,23 +
48 21/05/2018 PB! Folha Red Globe X 21/05/2018 nr 19,83 +
49 21/05/2018 PB!? Folha Amaranthus sp. X 21/05/2018 nr 28,41 +
51 21/05/2018 PB! Folha Nidgara Rosada X 21/05/2018 nr 21,91 +
52 21/05/2018 PB!? Folha BRS Nubia X 21/05/2018 nr 20,12 +
53 21/05/2018 PB!? Folha Isabel X 21/05/2018 nr 28,11 +
54 21/05/2018 PB!? Folha Italia X 21/05/2018 nr 30,83 +
55 21/05/2018 PB!? Folha | Thompson Seedless X 21/05/2018 nr 19,35 +
56 21/05/2018 PB! Folha Sugraone X 21/05/2018 nr 21,74 +
57 21/05/2018 PB!? Folha BRS Magna X 21/05/2018 nr 24,85 +
58 21/05/2018 PB!? Folha BRS Linda X 21/05/2018 nr 29,47 +
59 21/05/2018 PB!? Folha BRS Isis X 21/05/2018 nr 28,16 +
60 21/05/2018 PB!? Folha | Thompson Seedless X 21/05/2018 nr 28,94 +
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Amostra com sintoma

ID amostra | Data da coleta | Local | Amostra Variedade sm N Data do processamento | Isolamento (MqéZIiC;RCt) cPCR
61 21/05/2018 PB! | Folha BRS Cora X 21/05/2018 nr 24,07 +
63 21/05/2018 PB | Folha Benitaka X 21/05/2018 nr 25,88 +
64 21/05/2018 PB | Folha Brasil X 21/05/2018 nr 23,13 +
65 21/05/2018 PB | Folha Brasil X 21/05/2018 nr 28,97 +
66 21/05/2018 PB | Folha Ni4gara Rosada X 21/05/2018 nr 26,98 +
67 21/05/2018 PB | Folha BRS Vitoria X 21/05/2018 nr 25,70 +
68 21/05/2018 PB | Folha Niagara Rosada X 21/05/2018 nr 30,49 +
69 21/05/2018 PB | Folha BRS Magna X 21/05/2018 nr 23,11 +
70 21/05/2018 PB | Folha BRS Cora X 21/05/2018 nr 21,43 +
71 21/05/2018 PB | Folha Isabel X 21/05/2018 nr 19,92 +
72 21/05/2018 PB | Folha IAC 572 X 21/05/2018 nr 21,68 +
73 21/05/2018 PB | Folha BRS Linda X 21/05/2018 nr 20,15 +
74 21/05/2018 PB | Folha BRS Nubia X 22/05/2018 - 17,79 +
75 21/05/2018 PB | Folha Crimson X 22/05/2018 - 18,59 +
76 21/05/2018 PB | Folha Italia X 22/05/2018 - 19,20 +
77 21/05/2018 PB Folha | Thompson Seedless X 22/05/2018 + 19,45 +
78 21/05/2018 PB Folha Sugraone X 22/05/2018 + 20,94 +
79 21/05/2018 PB | Folha BRS Linda X 22/05/2018 - 23,49 +

73



Amostra com sintoma

ID amostra | Data da coleta | Local | Amostra Variedade i Nao Data do processamento | Isolamento (M%Zic;\RCt) cPCR
80 21/05/2018 | PB | Folha BRS Isis X 22/05/2018 + 18,75 +
81 21/05/2018 PB Folha | Thompson Seedless X 22/05/2018 + 22,56 +
82 21/05/2018 | PB | Folha BRS Vitoria X 22/05/2018 - 19,21 +
83 21/05/2018 | PB | Folha Benitaka X 22/05/2018 - 20,39 +
84 21/05/2018 | PB | Folha BRS Linda X 22/05/2018 + 19,78 +
85 21/05/2018 | pg | Folha | Niagara Rosada X 22/05/2018 + 18,87 +
86 21/05/2018 | pp | Raiz Red Globe X 22/05/2018 nr 25,52 +
87 21/05/2018 | pp | Raiz Red Globe X 22/05/2018 nr 22,13 +
88 21/05/2018 | pp | Raiz Red Globe X 22/05/2018 nr 28,17 +
89 21/05/2018 | pg | Raiz Red Globe X 22/05/2018 nr 31,51 -
90 21/05/2018 | pg | Raiz Red Globe X 22/05/2018 nr 32,40 -
o1 21/05/2018 | pp | Raiz Red Globe X 22/05/2018 nr 36,22 -
92 21/05/2018 | pp | Raiz Red Globe X 22/05/2018 nr 34,92 -
93 21/05/2018 | pp | Raiz Red Globe X 22/05/2018 nr 28,24 +
94 21/05/2018 | pg | Raiz Red Globe X 22/05/2018 nr 27,21 +
95 21/05/2018 | pp | Raiz Red Globe X 22/05/2018 nr 35,69 -
96 21/05/2018 | pp | Raiz Red Globe X 22/05/2018 nr 32,40 -
97 22/05/2018 | CV2 | Folha 40-05 CR X 22/05/2018 + 27,54 +
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Amostra com sintoma

ID° amostra | Data da coleta | Local | Amostra Variedade i Nao Data do processamento | Isolamento (C??n%gio) cPCR
98 22/05/2018 cv Folha 02-11 X 22/05/2018 + 19,11 +
99 22/05/2018 cv Folha 05-03 X 22/05/2018 + 23,92 +
100 22/05/2018 cv Folha 02-05 X 22/05/2018 + 29,03 +
101 22/05/2018 cv Folha 33-01 X 22/05/2018 + 17,39 +
102 22/05/2018 Ccv Folha 14-05T X 22/05/2018 + 18,02 +
103 22/05/2018 cv Folha 20-24 X 22/05/2018 + 21,20 +
104 22/05/2018 cv Folha 42-16 X 22/05/2018 + 25,94 +
105 22/05/2018 Ccv Folha Red Globe X 22/05/2018 + 19,70 +
106 22/05/2018 cv Folha 21-39 X 22/05/2018 + 22,71 +
107 22/05/2018 cv Folha 42-1010 X 22/05/2018 + 20,85 +
108 22/05/2018 cv Folha 33-01 X 22/05/2018 nr 21,63 +
109 22/05/2018 cv Folha 11-01 X 22/05/2018 nr 17,17 +
110 22/05/2018 cv Folha 02-05 X 22/05/2018 nr 19,60 +
111 22/05/2018 Ccv Folha Porta enxerto 313 X 22/05/2018 nr Indeterminado -
112 22/05/2018 Ccv Folha 02-05 X 22/05/2018 nr Indeterminado -
113 22/05/2018 cv Folha 28-18 X 22/05/2018 nr 18,62 +
114 22/05/2018 cv Folha 03-10 X 22/05/2018 nr 19,29 +
115 22/05/2018 cv Folha 42-21T X 22/05/2018 nr 18,90 +
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Amostra com sintoma

ID amostra | Data da coleta | Local | Amostra Variedade i Nao Data do processamento | Isolamento (C??n%gio) cPCR
116 22/05/2018 cv Folha 18-33 X 22/05/2018 nr 29,04 +
117 22/05/2018 cv Folha 68-02 X 22/05/2018 nr 22,86 +
118 22/05/2018 cv Folha 1505+ 572 X 22/05/2018 nr 19,70 +
119 22/05/2018 cv Folha 05-07 X 22/05/2018 nr 22,22 +
120 22/05/2018 Ccv Folha 21-39 X 22/05/2018 nr 22,47 +
121 22/05/2018 cv Folha 01-07 X 22/05/2018 nr 22,36 +

1PB, Projeto Bebedouro (Campo Experimental da Embrapa Semiarido).
2CV, Casa de vegetacdo da Embrapa Semiérido.
3 (+) PCR ou isolamento positivo.

*(-) PCR ou isolamento negativo.

5nr, ndo realizado.
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Figura Al. PCR em tempo real (SYBR® Green) com o par de primers Xcv18R/19F, utilizando
como molde DNA gendmico (5 ng ™) de diferentes espécies de Xanthomonas. (a) Curvas de
amplificacdo. (b) Curvas de melting. Legenda: A - X. citri pv. viticola (UnB 1188); B - X. citri
pv. viticola (NCPPB 2475); C - X. axonopodis pv. passiflorae (UnB 1395); D - X. axonopodis
pv. phaseoli (UnB 187). E - X. axonopodis pv. ricini (UnB 607); F - X. citri pv.
mangiferaeindicae (UnB 764); G - X. citri pv. fuscans (UnB 773); H - X. citri pv. citri (UnB
92). Curvas geradas pelo programa Step One v2.3 (Applied Biosystems).
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Figura A2. Curvas de amplificagdo da PCR em tempo real (SYBR® Green) com o par de
primers Xcv18F/19R, para deteccdo de (a) DNA gendmico (1,5 ng plt a 150 fg pl?) e (b)
suspensdo bacteriana (108 a 1 UFC ml?) de Xanthomonas citri pv. viticola (UnB 1188).
Legenda (a): A - Controle Negativo (agua destilada esterilizada); B - 1,5 ng pl; C - 150 pg pl°
1D -15pg plk; E: 1,5 pg plt; F: 150 fg pl. Legenda (b): Controle Negativo (Agua destilada
esterilizada); B - 108 UFC mlI%; C - 10’ UFC mI%; D - 108 UFC ml%; E - 10° UFC ml; F - 104
UFC ml*; G - 10° UFC mlI; H 10? UFC ml. Curvas geradas pelo programa Step One v2.3
(Applied Biosystems).
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Figura A3. Curvas padrio gerada por PCR em tempo real (SYBR® Green) com o par de
primers Xcv18F/19R, para deteccdo de (a) DNA gendmico (1,5 ng plt a 150 fg pl™) e (b)
suspens&o bacteriana (108 a 1 UFC ml %) de Xanthomonas citri pv. viticola (UnB 1188). Curvas

geradas pelo programa Step One v2.3 (Applied Biosystems).
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CAPITULO 3

Interacdo entre Xanthomonas citri pv. viticola e a hospedeira alternativa

natural, Senna obtusifolia, e espécies da familia Amaranthaceae
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Interacdo entre Xanthomonas citri pv. viticola e a hospedeira alternativa natural, Senna

obtusifolia, e espécies da familia Amaranthaceae

Resumo

Hospedeiras alternativas desempenham papel importante na sobrevivéncia de bactérias
fitopatogénicas, além de serem fontes de indculo para novas infeccdes. A identificacdo de
potenciais hospedeiras alternativas e os estudos de interacdo planta-patdgeno sdo demandas
para elaboracdo de estratégias de manejo de doencas. Neste trabalho objetivou-se elucidar
aspectos da interacdo entre Xanthomonas citri pv. viticola (Xcv), agente causal do cancro
bacteriano da videira, e a hospedeira alternativa natural, Senna obtusifolia, assim como espécies
da familia Amaranthaceae (Amaranthus cruentus, A. spinosus, Chenopodium giganteum e C.
quinoa), visando fornecer subsidios para melhor entendimento da epidemiologia do cancro
bacteriano da videira. Como resultado de testes patogenicidade, plantas das cinco espécies
avaliadas apresentaram sintomas apés inoculagdo de Xcv. A dindmica da populacdo de Xcv foi
avaliada de 0 a 20 dias ap0s a inoculagcdo (DAI). Nas plantas de todas as espécies avaliadas
observou-se um aumento da populacdo total do patdégeno apds inoculacdo. Xcv também
apresentou capacidade de sobreviver epifiticamente em altas populacbes em folhas de S.
obtusifolia, até a Gltima avaliacdo, aos 20 DAI. A capacidade de translocacdo vascular do
patégeno foi avaliada por inoculagdo em caule e posterior detec¢do por BIO-PCR. Em plantas
de S. obtusifolia, a translocacdo acropetal e basipetal foi verificada em segmentos de caule
coletados a distancias de 1, 5, 10 e 15 cm do ponto de inoculacdo (PI) aos 14 e 21 DAL Em
espécies da familia Amaranthaceae, avaliou-se apenas a translocagdo acropetal em segmentos
de caule coletados & 5 cm acima do Pl aos 21 DAI. Xcv foi capaz de se translocar em S.
obtusifolia em ambos os sentidos, sendo detectada a 15 e 10 cm acima e abaixo do PI,
respectivamente. Em plantas da familia Amaranthaceae o patdgeno foi detectado em todas as
amostras testadas. Os resultados obtidos indicaram que Xcv é capaz de colonizar

sistemicamente plantas das cinco espécies avaliadas neste estudo.

Palavras-chave: cancro bacteriano da videira, BIO-PCR, dindmica populacional,

Xanthomonas campestris pv. viticola, Vitis vinifera
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Interaction between Xanthomonas citri pv. viticola and its alternative natural host,

Senna obtusifolia and species of the family Amaranthaceae

Abstract

Alternative hosts play an important role on the survival of plant pathogenic bacteria. They
represent sources of inoculum for new infection, therefore the identification of potential
alternative hosts and the study of their interaction with plant pathogens are essential for the
development of effective disease management strategies. The objective of this study was to
elucidate aspects of the interaction between Xanthomonas citri pv. viticola (Xcv), the grapevine
bacterial canker pathogen, and its alternative natural host, Senna obtusifolia, and species of the
family Amaranthaceae (Amaranthus cruentus, A. spinosus, Chenopodium giganteum and C.
quinoa), to provide subsidies for a better understanding of the epidemiology of grapevine
bacterial canker. Pathogenicity tests showed that all species evaluated presented symptoms after
inoculation of Xcv. The dynamics of the leaf population was evaluated from 0 to 20 days after
inoculation (DAI). In all plant species, it was observed an increase of the total population of the
pathogen after inoculation. Xcv also showed the ability to survive epiphytically in high
populations in S. obtusifolia leaves, until the last evaluation at 20 DAI. The ability to invade
plant tissues systemically was evaluated by stem inoculation and subsequent detection by BI1O-
PCR. For S. obtusifolia acropetal and basipetal translocation was evaluated by collecting stem
segments at 1, 5, 10 and 15 cm from the inoculation point (IP) at 14 and 20 DAI. In
Amaranthaceae plants only the acropetal translocation was evaluated at 5 cm from IP at 21
DAI. Xcv was able to translocate in S. obtusifolia in both directions, being detected at 15 and
10 cm above and below the IP, respectively. In plants of the family Amaranthaceae the pathogen
was detected in all samples evaluated. The results indicated that Xcv is able to colonize

systemically all plant species used in the study.

Keywords: grapevine bacterial canker, BIO-PCR, population dynamics, Xanthomonas

campestris pv. viticola, Vitis vinifera
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1. Introdugéo

O cancro bacteriano da videira, causado por Xanthomonas citri pv. viticola (Xcv), é a
doenca bacteriana de maior importancia em parreirais no Submédio do Vale do S&o Francisco,
com alta incidéncia e responsavel por quedas expressivas na produtividade (Gama et al., 2018).
Devido a sua ocorréncia restrita e ao potencial de risco para o desenvolvimento da viticultura
nacional, a bactéria é regulamentada como uma Praga Quarentenéria Presente (PQP) (MAPA,
2018).

Na auséncia de condicdes ideais para infec¢do, Xcv pode sobreviver de forma epifitica
ou em cancros formados nos 6rgdos de parte aérea da videira (Aradjo, 2001). De acordo com
Silva et al. (2012), Xcv também é capaz de sobreviver, por até 80 dias, em tecidos de videira
infectados na superficie do solo. Tostes et al. (2014) relataram a presenca de Xcv associada a
superficie do tegumento e no interior de sementes de uva coletadas de videiras cultivadas em
areas de ocorréncia do cancro bacteriano, sugerindo sua importancia na sobrevivéncia e
disseminacédo do patégeno.

Plantas hospedeiras alternativas possuem um papel importante na sobrevivéncia e
perpetuacdo de bactérias fitopatogénicas, além de serem fontes de indculo para novas infecgdes
(Fernandez-Sanz et al., 2016; Gongalves et al., 2017; Osdaghi et al., 2016; Ocimati et al., 2018).
Peixoto et al. (2007) relataram a ocorréncia de infecgdo natural de Xcv plantas invasoras de
Alternanthera tenella, Amaranthus sp., Glycine sp. e Senna obtusifolia, coletadas em parreirais
no Submédio do Vale do Sio Francisco. Na india, infeccdo natural também foi relatada em
plantas de Azadirachta indica (neem) e Phyllanthus maderaspatensis (Nayudu, 1972). Por meio
de inoculacdes artificiais, Xcv foi capaz de infectar e causar sintomas em plantas da familia
Anacardiaceae, como Mangifera indica, Anacardium occidentale, Spondias tuberosa, S. dulcis,
e Schinus terebenthifolius (Aradjo & Robbs, 2000), alem de outras plantas pertencentes a

diferentes familias botéanicas, como Pilea sp. (Urticaceae), Chamaesyce hirta (Euphorbiaceae),
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Eragrostis pilosa, Dactyloctenium aegyptium (Poaceae) (Peixoto et al., 2007), Glycine sp., S.
obtusifolia, Desmodium discolor, Vigna unguiculata (Fabaceae), A. deflexus (Amaranthaceae),
A. indica (Meliaceae) e Solanum lycopersicum (Solanaceae) (Santos et al., 2014), sugerindo o
papel dessas espécies como hospedeiras alternativas da bactéria.

Devido ao fato de Xcv ser um patdgeno quarentenario, restrito a algumas regides do
pais, ainda existem poucos estudos sobre medidas de controle do cancro bacteriano da videira
em condicGes brasileiras. No Submédio do Vale do S&o Francisco as principais medidas
utilizadas de controle sdo: evitar podas de producdo no periodo chuvoso, época em que o clima
é favoravel a infeccdo e disseminacdo do patdgeno, estabelecimento de quebra ventos,
desinfestacdo de implementos, equipamentos e materiais de poda e colheita, queima ou
compostagem de restos de poda e material com sintomas, inspe¢des periddicas nos parreirais e
eliminacdo de plantas severamente atacadas e possiveis hospedeiros alternativos do patdgeno
(Nascimento & Mariano, 2004; Peixoto et al., 2007; Silva et al., 2014; Barbosa et al., 2016).

O objetivo deste trabalho foi elucidar aspectos importantes da interacdo entre Xcv e a
hospedeira alternativa natural, Senna obtusifolia, e espécies da familia Amaranthaceae, visando
fornecer subsidios para melhor entendimento da epidemiologia e manejo do cancro bacteriano

da videira.
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2. Material e Métodos
2.1. Isolados, meios de cultura e transformacao

Os isolados de Xcv utilizados no estudo estdo listados na Tabela 1. Foram utilizados
seis isolados, quatro selvagens e dois mutantes resistentes a canamicina. Os isolados A3 e UnB
1188 foram utilizados para obtencdo dos mutantes. Todos os isolados foram preservados em
agua destilada esterilizada a temperatura ambiente e em glicerol 30% a -20 °C e cultivados em
meio de cultura NYDA (Peixoto et al., 2006) ou NYG (Daniels et al., 1984) a 28°C, de acordo
com o objetivo. Os antibi6ticos ampicilina e canamicina, nas concentra¢ées de 100 e 10 pg ml°
! respectivamente, foram utilizados quando necessario.

Para obtencdo dos mutantes, os isolados foram transformados por eletroporagéo
utilizando a metodologia descrita por Amaral et al., (2005), utilizando o plasmideo integrativo
pPM7g (Martins et al., 2010), o qual contém o gene da proteina fluorescente (gfp) e de
resisténcia a canamicina (aph) como fator de selecéo. O vetor de expressdao pPM7g tem como
caracteristica a integracdo do sistema de expressao no locus amy da bactéria, ocasionando o
knockout do gene de a-amilase. Apds eletroporacéo, as células foram ressuspendidas em 1 mi
de meio NYG liquido sem antibi6tico e mantidas sob agitacdo (150 rpm) a 28° C por 4h. Apds
esse periodo, 200 pul foram plaqueados em meio solido contendo 10 ug ml™ de canamicina, até
aparecimento das primeiras coldnias. Ap0s 0 aparecimento das colénias, estas foram repicadas
e preservadas, conforme descrito anteriormente.

Para confirmar a integracao do vetor de expressao pPM7g nos genomas dos isolados de
Xcv transformados, foi realizada PCR com o par de primers Kan-F (5°-
GATGGATTGCACGCAGGTTC-3’) e Kan-R (5’-AAAAGCGGCCATTTTCCACC-3),
desenhados para amplificar uma sequéncia de 598 pb do gene que confere resisténcia a
canamicina. A PCR foi realizada em termociclador (My Cycler, Bio-Rad) de acordo com o

seguinte programa: um ciclo de 95°C por 2 min para desnaturacgéo inicial, seguido de 30 ciclos
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de 95°C por 30 s para desnaturacdo, 64°C por 30 s para anelamento e 72°C por 40 s para
extensdo. Por fim, um ciclo de 72°C por 10 min para extensdo final. As rea¢des continham: 0,2
mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCly, 0,2 uM de cada primer, 1X tampéo de PCR (20 mM de
Tris HCI pH 8,4; 50 mM KCI), 0,4 U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen), 2 ul de DNA (10
ng Ul ™), e 4gua destilada esterilizada para um volume final de 12 pl. Os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5 % em tampédo 0,5X TBE [Tris 50 mM,
Na,EDTA 1 mM e &cido bérico 50 mM (pH 8,30)], corados com brometo de etidio (0,5 ug ml°
1y e registrados em fotodocumentador L-PI1X ST (Loccus Biotecnologia). A confirmagio
também foi realizada pelo cultivo dos clones em meio de cultura NYG contento amido soluvel
(0,2%). Em mutantes de Xcv carregando o sistema de expresséo integrado ao genoma, mediante
a perda da capacidade de degradacéo de amido, espera-se que ndo ocorra a formacao de halos
ao redor do crescimento da colbnia (Martins et al., 2010). A verificacdo foi conduzida,
colocando-se solugéo de iodo lugol em contato com o meio de cultura.

A estabilidade de integracdo do vetor no genoma dos transformantes, foi avaliada pela
capacidade de crescimento da bactéria em meio de cultura com canamicina, apds sucessivas
repicagens, e confirmacdo da presenca do gene de resisténcia ao antibi6tico por PCR.

O padrao de crescimento dos isolados mutantes em relacdo aos selvagens foi realizado
por meio da andlise de curvas de crescimento. Para construcdo das curvas de crescimento,
culturas dos isolados foram multiplicadas em tubos Falcon contendo 10 ml de meio NYD e
mantidas a 28 °C, a 200 rpm por 24 horas, tendo como ponto de partida uma coldnia por isolado.
Ap0s este periodo, as culturas foram diluidas (1:10) em Erlenmeyer contendo 50 ml de meio
NYD e mantidas sob as mesmas condicdes de crescimento citadas anteriormente. Ao longo das
24 horas seguintes aliquotas das culturas foram retiradas a cada duas horas, para leitura de O.D.

600 nm em espectrofotdometro digital UV- 1203 (Shimadzu Corporation, Japéo).

87



2.2. Patogenicidade e dinamica populacional de isolados Xcv em videira

Ensaios de patogenicidade e dindmica da populacdo in planta foram realizados com o
intuito de verificar se a integracdo do vetor de expressao em amy nédo afeta a capacidade dos
isolados mutantes de Xcv em infectar videira (Vitis vinifera). Foram utilizadas nos ensaios
plantas da variedade Thompson Seedless, mantidas casa de vegetacdo. As inoculagdes foram
realizadas com suspensdes bacterianas dos isolados selvagens (A3 e UnB 1188) e mutantes
(A3*a"e UnB 1188"). ApGs o preparo, 100 pl de cada suspenséo bacteriana foram infiltrados
com auxilio de seringa hipodérmica sem agulha na superficie abaxial do limbo foliar. Os testes
de patogenicidade consistiram em avaliar a capacidade dos isolados em produzir sintomas e o
reisolamento do patdgeno, aos 12 dias ap6s a inoculagdo, em meio NYDA acrescido de
ampicilina (NYDAM). A dindmica populacional dos isolados de Xcv em videira foi avaliada
de 0 a 20 dias ap6s a inoculagdo, com intervalo de quatro dias entre as avali¢cGes. Para
quantificar a populacéo, quatro fragmentos (1 cm?) por repeticdo foram recortados a partir do
ponto de inoculacdo e esmagados em cadinho contendo 4 ml de 4gua destilada esterilizada. Em
seguida cada amostra foi diluida em série (1:10) até 10“ e 100 pl de cada diluicdo foram
plaqueados em meio NYDAM. As placas foram incubadas a 28 °C por 48-72 horas. A avaliacdo
consistiu na contagem de coldnias tipicas de Xcv em meio de cultura para determinacdo da
populacéo do patdgeno expressaem UFC por cm? de limbo foliar. O delineamento experimental
utilizado nos ensaios de patogenicidade e de dindmica populacional foi inteiramente
casualizado com quatro repeticbes por tratamento (isolados de Xcv), sendo cada repeticao

constituida por uma folha com quatro pontos de inoculacéo por folha.
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2.3. Patogenicidade de Xcv em Senna obtusifolia e espécies da familia Amaranthaceae

A patogenicidade de Xcv foi testada em duas espécies de plantas invasoras [Senna
obtusifolia (fedegoso) e Amaranthus spinosus (caruru)], e em trés espécies de plantas cultivadas
[A. cruentus var. BRS Alegria (amaranto), Chenopodium giganteum (amaranticolor) e C.
quinoa var. BRS Syetetuba (quinoa)]. Com a exce¢do de S. obtusifolia, as demais espécies
pertencem a familia Amaranthaceae. Foram utilizadas plantas com 30 dias ap6s a geminagéo
das sementes. O isolado P7 de Xcv foi utilizado nas inoculagdes devido sua alta viruléncia em
videira (dados ndo mostrados). O método de inoculagdo utilizado foi o de fricgdo com gaze.
Compressas de gaze dupla umedecidas com suspenséo bacteriana foram levemente friccionadas
em ambas as superficies da folha, conforme descrito por Nascimento et al., (2006). As plantas
foram avaliadas diariamente durante 12 dias, observando-se a ocorréncia e evolugdo de
sintomas. Decorrido esse periodo, amostras de folhas foram coletadas e submetidas ao
isolamento em meio NYDAM. Col6nias com aspecto semelhante a Xcv foram selecionadas,
culturas puras foram estabelecidas e submetidas a PCR com par de primers especificos
(Xpig2F/1R) para confirmacgdo da identidade do patogeno, conforme descrito por Villela et al.
(2019). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 5 tratamentos (espécies
de plantas) e 15 repeticGes por tratamento, sendo cada repeticdo constituida por um vaso com

uma planta cada e seis folhas inoculadas por planta.

2.4. Interacao entre Xcv e Senna obtusifolia
2.4.1. Dinamica populacional
Ensaios foram realizados para avaliar a dinamica da populacéo epifitica e total de Xcv
em folhas de S. obtusifolia, ap6s inoculagdo. Foram utilizadas plantas com 60 dias apos a
germinacdo das sementes. As inoculagdes foram realizadas com suspensdes bacterianas dos

isolados A3*@" e P7. Foram utilizados dois métodos de inoculagdo: pulverizagdo de suspenséo
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bacteriana com auxilio de borrifadores manuais, até o ponto de escorrimento e o de friccdo com
gaze para determinar para determinar a dindmica da populacdo epifitica e total,
respectivamente. As avali¢Oes ocorreram de 0 a 20 dias, com intervalo de quatro dias entre as
avaliacdes. As amostras foram constituidas por 1 g de folhas, coletadas do terco superior, médio
e inferior da planta. O isolamento da populacao epifitica foi realizado por meio de lavagem dos
foliolos em frascos tipo Erlenmeyer contendo 20 ml de solucdo esterilizada de sulfato de
magnésio (10 mM) contendo Tween 20 (0,05%), sob agitagcdo a 200 rpm por uma hora. Para o
isolamento da populacdo total, as amostras foram totalmente esmagadas em cadinho contendo
20 ml da mesma solucdo utilizada no isolamento epifitico. Em seguida, cada amostra foi diluida
em série (10° a 10%) e 100 ul de cada diluicdo foram plaqueados em meio de cultura. Nos
isolamentos de Xcv em amostras provenientes de plantas inoculadas com os isolados mutante
e selvagem, foi utilizado placas contendo meio de cultura NYDAM com e sem acréscimo de
canamicina, respetivamente. As placas foram incubadas a 28 °C por 48-72 horas. As avaliagoes
consistiram na contagem de col6nias tipicas de Xcv em meio de cultura, para determinagéo da
populacdo expressa em UFC por grama de folha e na deteccéo do patdgeno por BIO-PCR, para
confirmacéo da presenca do patdgeno. Para a detecgdo de Xcv, as placas foram lavadas com 1
ml de agua destilada esterilizada e as suspensdes concentradas obtidas diluidas na propor¢édo
1:100. Destas diluicdes, foram retiradas aliquotas de 2 pl para anéalise em PCR convencional
com primers especificos (Xpig2F/1R), conforme protocolo descrito por Villela et al. (2019). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes por tratamento
(isolados de Xcv) e para cada tempo de avaliacdo, sendo cada repeti¢ao constituida por quatro

vasos com uma planta cada e seis folhas inoculadas por planta.
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2.4.2. Progresso da severidade de sintomas

Para avaliar o progresso da severidade de sintomas em S. obtusifolia, plantas com 30
dias ap0s a germinagdo das sementes, foram inoculadas por meio de infiltragdo de 40 pl de
suspensdo bacteriana na superficie abaxial dos foliolos com auxilio de seringa hipodérmica sem
agulha. Foram inoculados quatro foliolos por planta. Os isolados de Xcv utilizados no preparo
das suspensdes bacterianas estdo descritos no item 2.4.1. As plantas foram visualmente
inspecionadas aos 4, 8, 12, 16 e 20 dias ap06s a inoculacdo, avaliando-se a severidade dos
sintomas. A severidade dos sintomas foi avaliada por meio da elabora¢do de uma escala de
notas que varia de 0 a 4, onde: 0 = sem sintoma; 1 = les&o encharcada; 2 = lesdo encharcada
com pontos necroticos; 3 = lesdo necrdtica; 4 = queda do foliolo (Figura 1). O delineamento
experimental foi em blocos ao acaso, com quatro repeti¢des por tratamento (isolados de Xcv).

Cada parcela foi constituida por cinco vasos com duas plantas cada.

2.4.3. Translocagéo vascular

Foram realizados ensaios para monitorar a translocagdo ascendente e descendente de
Xcv em caule de S. obtusifolia. Para tanto, foram utilizadas plantas com 60 dias ap6s a
germinacao das sementes. Os isolados de Xcv utilizados no preparo das suspensdes bacterianas
estdo descritos no item 2.4.1. As plantas foram inoculadas por meio de um corte longitudinal
de 0,5 cm de comprimento a 15 cm da base do caule, onde posteriormente foram infiltrados 10
ul de suspensdo bacteriana com auxilio de uma micropipeta. Ap6s as inoculagdes, as lesdes
foram cobertas com algoddo umedecido em agua destilada esterilizada, envolvendo-se a haste
com papel aluminio, com o intuito de evitar ressecamento. Aos 14 e 21 dias apos a inoculagdo,
segmentos de 1 cm do caule foram seccionados a diferentes distancias (0, 1, 5, 10 e 15 cm)
acima e abaixo do ponto de inoculagdo. Cada segmento foi pesado e esmagado em cadinho

contendo 1 ml de solucéo esterilizada de sulfato de magnésio (10 mM) contendo Tween 20
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(0,05%). Em seguida, as etapas para determinacdo da populacdo e deteccdo de Xcv em cada
segmento de caule foram realizadas conforme descrito no item 2.4.1. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢bes por tratamento (isolados de
Xcv) e para cada tempo de avaliacdo, sendo cada repeti¢do constituida por quatro vasos com

uma planta cada.

2.5. Interacdo entre Xcv e espécies da familia Amaranthaceae

2.5.1. Dinamica populacional

Ensaios foram realizados para avaliar a dindmica da populacéo total de Xcv em espécies
da familia Amaranthaceae, ap6s a inoculacdo. Foram utilizadas plantas de A. spinosus, A.
cruentus var. BRS Alegria, C. giganteum e C. quinoa var. BRS Syetetuba com 30 dias apés a
germinacao das sementes. As plantas foram inoculadas pelo método de friccdo com gaze com
suspensdo bacteriana do isolado AM1. As avaliagdes foram realizadas de 0 a 20 dias apos a
inoculacdo, com intervalo de quatro dias entre as avaliagdes. As amostras foram constituidas
de trés folhas, coletadas do terco superior, médio e inferior da planta. Apds a coleta, as amostras
foram processadas e analisadas conforme o item 2.4.1. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com quatro repetices por tratamento (espécies de Amaranthaceae) e
para cada tempo de avalia¢do, sendo cada repeticdo constituida por quatro vasos com uma

planta cada e seis folhas inoculadas por planta.

2.5.2. Progresso da incidéncia de sintomas e translocacgéo vascular

Foram realizados ensaios para avaliar o progresso da incidéncia de sintomas expressos
e a translocagéo vascular de Xcv em plantas da familia Amaranthaceae, ap0s a inoculagdo do
patogeno. As especies de plantas e o isolado de Xcv utilizados nos ensaios foram 0s mesmos

descritos no item 2.5.1. Para a avaliacdo do progresso da incidéncia de sintomas, as plantas
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foram inoculadas empregando-se a mesma metodologia descrita no item 2.3. As plantas foram
visualmente inspecionadas aos 4, 8,12, 16 e 20 dias ap06s a inoculacdo, avaliando o nimero de
folhas com sintomas de clorose e necrose. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com trés repeticdes por tratamento (espécies de Amaranthaceae), sendo cada
repeticdo constituida por trés vasos com uma planta cada e seis folhas avaliadas por planta.

A translocacdo vascular de Xcv foi avaliada a partir da inoculacéo do patégeno no caule
das plantas. As plantas foram inoculadas por meio de um corte longitudinal de 0,5 cm de
comprimento a 10 cm da base do caule, onde, em seguida, foram infiltrados 10 pl de suspenséo
bacteriana com auxilio de uma micropipeta. Para evitar ressecamento, as lesdes foram cobertas
com algoddo umedecido em &agua destilada esterilizada, envolvendo-se o caule com papel
aluminio. Aos 21 dias apés a inoculacao, segmentos de 1 cm do caule foram seccionados a 5
cm acima do ponto de inoculagdo. Os segmentos foram processados e analisados conforme
descrito no item 2.4.3. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticGes por tratamento (espécies de Amaranthaceae), sendo cada repeticdo constituida por
um vaso com uma planta.

Todos os ensaios (itens 2.2 a 2.5) foram conduzidos em casa de vegetagdo, sob
temperatura de 27 £ 3 °C e umidade relativa em torno de 75%. Plantas de S. obtusifolia e da
familia Amaranthaceae utilizadas nos ensaios foram semeadas e cultivadas em vasos com
capacidade de um litro contendo solo esterilizado em autoclave. Irrigac6es foram realizadas
conforme a necessidade hidrica das plantas. Apds a inoculacdo de Xcv, as plantas foram
mantidas em camara umida por 48 horas. As suspensoes bacterianas utilizadas nas inoculacfes
foram preparadas em solucdo esterilizada de sulfato de magnésio (10 mM) contendo Tween 20
(0,05%), a partir de culturas puras dos isolados de Xcv (Tabela 1), cultivados em meio NYDA
por 48 horas. As concentracbes das suspensfes foram ajustadas com auxilio de

espectrofotdmetro (Shimadzu Corporation, Japéo) para leituras de O.D. 550 nm e absorbancia
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de 0,575 (108 UFC mlt). Como controle negativo dos ensaios, as plantas foram inoculadas com
a mesma solucdo utilizada no preparo das suspensdes bacterianas, porém, sem a presenca do
patdgeno. Todos os ensaios foram repetidos uma vez.

Todos os materiais bioldgicos (DNA, culturas, suspens@es de células), e plasticos,
utilizados durante os ensaios foram submetidos a esterilizacdo em autoclave antes do descarte.

Plantas inoculadas foram incineradas e o solo foi autoclavado antes do descarte.

2.6. Analises Estatisticas
Os dados amostrados foram submetidos a analise de variancia com a realizagao do teste
F, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade ou
submetidas a analise de regressao polinomial a 5% e 1% de probabilidade (Banzatto & Kronka,

2006). As analises foram realizadas, utilizando o programa Sisvar, versdo 5.3 (Ferreira, 2008).

3. Resultados
3.1. Transformacéo, patogenicidade e dindmica populacional de isolados de Xcv em

videira
Nesse estudo buscou-se obter um isolado virulento de Xcv expressando a proteina verde
fluorescente (GFP) para realizacdo de estudos de colonizacdo e sobrevivéncia da bactéria em
hospedeiras alternativas. Utilizando a metodologia proposta por Amaral et al. (2005), foi
possivel obter dois isolados mutantes, A3%" e UnB 1188%". Em todas as tentativas de
transformacédo, foram obtidas col6nias resistentes a canamicina, porém, com baixissima
expressdao da GFP. Para confirmacdo da integracdo do vetor ao genoma dos isolados
transformados, foi realizada PCR com primers desenhados para amplificacdo de uma regido do
gene que confere resisténcia a canamicina. Nas reagdes tendo como molde o DNA gendmico

purificado dos isolados transformados, foi observada a amplificacdo de um segmento de
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aproximadamente 598 pb, indicando a inser¢do do vetor de expressdo ao genoma da bactéria
(Figura 2). Para confirmar a integracdo do vetor no locus amy de Xcv, foram realizados testes
de hidrélise de amido. Conforme o esperado, os isolados mutantes foram incapazes de degradar
amido (Figura 3). Apds sucessivas repicagens (= 10) dos isolados transformados, foi observado
gue 0S mesmos continuaram resistentes a canamicina, ou seja, foram capazes de crescer meio
contento o antibidtico (Figura 4), indicando que a integracéo do vetor ao genoma da bactéria é
estavel. Com intuito de verificar se a integracdo do vetor de expressao em amy nao alteraria a
capacidade de crescimento de Xcv, foram realizados ensaios para comparar as curvas de
crescimento dos isolados selvagens e mutantes em meio de cultura liquido (NYD). Como
resultado, observou-se que o crescimento dos isolados mutantes ndo diferiu em relacdo aos
selvagens (Figura 5).

A patogenicidade e a dindmica populacional em videira também foram comparadas
entre os isolados mutantes e selvagens. Doze dias apds a inoculagdo, foram observados
sintomas de clorose, encharcamento e/ou necrose em todos os pontos inoculados, ou seja, 0s
isolados mutantes ndo mostraram diminuicdo na habilidade de produzir sintomas de doenca em
videira quando comparados aos isolados selvagens. O reisolamento foi positivo em todas as
repeticBes. foi observado um aumento da populagdo dos isolados até os 16 dias,

Em relacdo a dindmica populacional em videira, foi observado aumento da populacéo
do patdgeno até os 16 dias ap6s a inoculacdo. Dentro de cada tempo avaliado, a populacdo dos

isolados mutantes e selvagens néo diferiram estatisticamente entre si.
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3.2. Ensaio de patogenicidade de Xcv em Senna obtusifolia e espécies da familia
Amaranthaceae

Doze dias ap6s a inoculagdo de Xcv nas plantas das cinco espécies testadas, verificou-

se que todas as plantas apresentaram algum tipo de sintoma, exceto nos controles negativos dos

ensaios. Em plantas de S. obtusifolia foram observados sintomas de clorose, necrose e cancros

na superficie adaxial e abaxial dos foliolos (Figura 7). Nas folhas de A. cruentus e A. spinosus

verificou-se sintomas de clorose e necrose em regides proximas as nervuras. Em plantas de C.

quinoa e C. giganteum sintomas de clorose e necrose com aspecto cor de palha foram

visualizados em diferentes pontos do limbo foliar (Figura 8). Colénias tipicas de Xcv foram

obtidas a partir do isolamento de todas as amostras analisadas. A identidade do patégeno foi

confirmada em todas amostras por PCR com primers especificos.

3.3. Interagéo entre Xcv e Senna obtusifolia

3.3.1. Dinamica da populacéo epifitica e total

A dindmica da populacéo epifitica e total de Xcv em S. obtusifolia foi avaliada de 0 a
20 dias apds a inoculagéo. A populacéo epifitica nesse periodo variou de 10° UFC gta 10’ UFC
gL. Foi observado crescimento dessa populagdo no intervalo de 4 a 12 dias. Ap0s esse periodo,
a populacdo manteve-se estivel até a ultima avaliagdo. Ndo foram observadas diferencas
significativas entre os isolados (A3 e P7) inoculados (Figura 9). A populac&o total variou de
10% UFC g a 108 UFC g*. Apds a inoculagéo, verificou-se aumento da populagdo até os 16
dias, permanecendo estavel até a ultima avaliacdo (Figura 10). Nao foram observadas colonias
tipicas de Xcv em amostras de plantas representando os controles negativos dos ensaios. Apos
contagem do numero de colbnias, a presenca da bactéria foi confirmada por BIO-PCR em todas

as amostras.
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3.3.2. Progresso da severidade dos sintomas

Por meio de anélise de variéncia, verificou-se efeito significativo a 1%, para os dois
fatores analisados, isolados de Xcv e tempos de avaliacdo (dias apds a inoculagdo), sobre a
severidade dos sintomas induzidos pelo patégeno. Com relacéo a interagdo entre os fatores, ndo
foi verificada interacdo significativa. Em relacdo aos isolados testados, o selvagem (P7) foi
mais agressivo, pois a severidade dos sintomas causados por esse isolado (2,63) foi
estatisticamente superior, em relagdo ao mutante A3®" (2,41). A analise de regressio mostrou
que o modelo de regressdo quadratica a 1% de probabilidade, ajustou-se significativamente a
variacao da severidade dos sintomas em funcéo do tempo, explicando 98,95% da variacéo total.
De acordo com a equacdo obtida pela analise de regressao e representada pelo gréfico na Figura
11, a severidade dos sintomas induzidos por Xcv em S. obtusifolia, progride com o tempo,

resultando em uma severidade maxima de 3,24, aos 20 dias apés a inoculagao.

3.3.3. Translocacéo vascular

A capacidade de translocagdo vascular de Xcv em S. obtusifolia foi avaliada
determinado a populacdo, por meio de diluigéo seriada das amostras e plagueamento em meio
de cultura semisseletivo (NYDAM), e pela deteccdo do patdgeno pelo método de BIO-PCR,
em pontos acima e abaixo do ponto de inoculagdo. Xcv foi capaz de se translocar em ambos
sentidos, acropetal e basipetal. Nas plantas inoculadas com Xcv, foi observado no ponto de
inoculacdo a formacdo de cancro (Figura 12), sintoma semelhante ao que se desenvolve em
videiras infectadas pela bactéria. Aos 14 dias apés inoculacéo, a translocacéo basipetal ndo
diferiu entre os isolados, a bactéria foi detectada até 5 cm. No entanto, a populacéo do isolado
selvagem nos pontos coletados a 1 e 5 cm abaixo do ponto de inoculagéo foi estatisticamente
superior em relacdo ao mutante. No sentido acropetal, a translocacéo do isolado selvagem foi

de 10 cm, enquanto a do mutante foi 5 cm. A populacdo do isolado selvagem 5 cm acima do
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ponto de inoculacdo foi estatisticamente superior em relagdo ao mutante. Aos 21 dias apos a
inoculacdo, a translocagdo basipetal foi de 10 cm. Porém, a populacdo do isolado selvagem
nesse ponto foi estatisticamente superior em relagdo ao mutante. Como observado na avaliacéo
anterior, a translocacdo no sentindo acropetal foi maior, o patégeno selvagem foi detectado até
15 cm enquanto o mutante até 10 cm. A populacéo do isolado selvagem 10 cm acima do ponto

de inoculagdo também foi estatisticamente superior, em relagdo ao mutante (Figuras 13 e 14).

3.4. Interacgdo entre Xcv e espécies da familia Amaranthaceae

3.4.1. Dinamica populacional total

A populacdo total de Xcv (isolado AM1) em quatro espécies de plantas da familia
Amaranthaceae foi avaliada de 0 a 20 dias ap0s a inoculacdo. A bactéria foi detectada em todas
as espécies e tempos avaliados. Foi observado em todas espécies 0 aumento da populacéo
bacteriana até 16 dias ap0s a inoculacdo, exceto em A. cruentus, onde a populagdo manteve-se
constante entre os intervalos de 0 a 4 e de 12 a 16 dias ap0s a inoculagdo. A populagdo de Xcv
nas espécies testadas de Amaranthaceae variou entre 10° e 108 UFC g?, sendo que a maior
populacdo observada, foi em plantas de C. giganteum aos 16 e 20 dias apés a inoculacao (Figura

15).

3.4.2. Progresso da incidéncia de sintomas e translocacéo vascular

Por meio de analise de variancia, verificou-se efeito significativo a 1% de probabilidade,
apenas para o fator tempo de avaliacdo (dias ap0s a inoculagao), sobre a incidéncia de sintomas
induzidos por Xcv em espécies de plantas da familia Amaranthaceae. A espécie de planta e a
interacdo entre os fatores ndo tiveram efeito significativo sobre a incidéncia de sintomas. A
analise de regressdo mostrou que o modelo quadratico a 1% de probabilidade ajustou-se

significativamente a variacdo da incidéncia de sintomas em funcdo do tempo, explicando

98



99,49% da variacdo total dos dados. De acordo com a equacéo obtida pela anélise de regressao
e representada pelo grafico na Figura 16, a incidéncia de sintomas induzidos por Xcv, progride
com o tempo, resultando em incidéncia maxima de 69,49%, aos 20 dias ap0s a inoculagéo.

A translocacgdo vascular de Xcv em espécies da familia Amaranthaceae, foi avaliada no
sentindo acropetal a 5 cm do ponto de inoculacdo. O patégeno foi detectado em todas plantas
de todas as espécies testadas. No entanto, a populacao de Xcv nesse ponto foi significantemente

superior em plantas de C. giganteum e C. quinoa (Figura 17).

4. Discussao

A identificacdo de potenciais hospedeiras alternativas e estudos de interacdo planta-
patdgeno sdo necessarios para elaboracdo de estratégias eficientes de manejo de doencas. A
principio, os estudos de interacdo entre Xcv e hospedeiras alternativas seriam realizados por
meio de microscopia confocal de varredura a laser com um isolado virulento transformado com
0 gene da proteina verde fluorescente (GFP). No entanto, os isolados de Xcv transformados
apresentaram baixa expressdo da GFP, o que inviabilizou o estudo por essa metodologia. Como
alternativa, a capacidade de Xcv infectar plantas de potenciais hospedeiras foi avaliada por
isolamento em meio de cultura semisseletivo e detecgdo molecular via BIO-PCR com primers
especificos, ap6s inoculaces em folhas e hastes.

A capacidade de Xcv infectar outras plantas, além da videira, é relatada na literatura
(Nayudu, 1972; Araljo & Robbs, 2000; Peixoto et al., 2007, Santos et al., 2014). No entanto,
ndo existem trabalhos relacionados a interacdo entre o patégeno e hospedeiras alternativas. No
presente trabalho avaliou a capacidade de sobrevivéncia epifitica, colonizacéo e translocacéo
de Xcv em S. obtusifolia, espécie relatada como hospedeira alternativa, e a capacidade de
colonizacdo e translocacdo vascular em espécies da familia Amaranthaceae (A. cruentus, A.

spinosus, C. giganteum e C. quinoa).
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As especies de plantas invasoras, Alternanthera tenella e Amaranthus spp., pertencentes
a familia Amaranthaceae, sdo relatadas como hospedeiras alternativas naturais de Xcv (Peixoto
et al., 2007; Santos et al., 2014). Além disso, o patdgeno também foi detectado em plantas de
Amaranthus spp., coletadas em parreirais com alta incidéncia do cancro bacteriano em
Petrolina, no Submédio do Vale do Séo Francisco (Ferreira et al., 2019; Villela et al., 2019).
Isolados de Amaranthus foram submetidos ao sequenciamento de genes de housekeeping e néo
mostraram diferencas em relacdo as sequéncias dos isolados de videira, confirmando-se tratar
de Xcv (Ferreira et al., 2019). Assim, o trabalho buscou compreender aspectos da interacao
entre Xcv e espécies dessa familia boténica.

Ensaios de patogenicidade mostraram que Xcv foi capaz infectar e causar sintomas nas
plantas de todas as espécies avaliadas. Este é o primeiro relato de interacdo entre o patgeno e
plantas do género Chenopodium. A capacidade de colonizacdo do patégeno nas espécies
testadas foi confirmada por meio de ensaios de dindmica populacional e de progresso da
expressdo de sintomas. Como aqui demonstrado, diferentes espécies de bactérias
fitopatogénicas foram capazes de colonizar outras plantas, além da hospedeira natural. Osdaghi
et al. (2016) investigaram a capacidade de X. euvesicatoria colonizar espécies de plantas
utilizadas em sistema de rotagdo com pimenta e plantas invasoras comumente associadas a essa
cultura no Iran. Por meio da avaliacdo da dindmica populacional do patégeno, os autores
observaram que o patégeno foi capaz de colonizar plantas de Phaseolus vulgaris e Solanum
dulcamara. Gongcalves et al. (2017) avaliaram a capacidade de Curtobacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens colonizar as principais especies de plantas utilizadas em sistema de rotacao
com o feijoeiro comum no Brasil. Os autores observam que o patogeno foi capaz de colonizar
endofiticamente e epifiticamente Triticum aestivum, Avena sativa, A. strigosa, Lolium

multiflorum, Hordeum vulgare e Brassica napus, em condi¢des de campo e casa de vegetagéo.
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Por meio dos ensaios de dindmica da populacéo epifitica, foi demonstrada a capacidade
de Xcv colonizar e sobreviver na superficie de folhas de S. obtusifolia. Durante o periodo de
avaliagéo, as plantas inoculadas ndo apresentaram sintomas. Isto se deu, provavelmente, ao
método de inocula¢do usado, por pulverizagdo e sem indugdo de ferimentos. Resultado
semelhante foi observado por Fikowicz-Krosko & Czajkowski (2018), onde folhas destacadas
de S. dulcamara ndo apresentaram sintomas, ap0s a inoculacdo de Dickeya solani por
pulverizacdo. Em estudos relacionados a colonizagdo de D. solani em S. tuberosum,
Czajkowski et al. (2010) observaram que para a bactéria penetrar nos tecidos da planta e causar
sintomas, foi necessario o uso do abrasivo carborundum nas inoculag@es, indicando a
necessidade de ferimentos para a penetracdo da bactéria. Segundo Hirano & Upper (1983),
bactérias fitopatogénicas podem colonizar superficies de plantas hospedeiras sem induzir
sintomas da doenga, no entanto, sob condi¢es favoraveis, ocorre a penetracdo por aberturais
naturais ou ferimentos, dando inicio ao processo infeccioso e o desenvolvimento dos sintomas.
Aradjo (2001) por meio da técnica de microscopia eletronica de varredura, observou intensa
colonizacdo epifitica de Xcv em hastes e folhas de videira sintométicas e assintomaticas,
coletadas em areas de ocorréncia do cancro bacteriano. O autor relata que as células bacterianas
de Xcv aderem randomicamente as superficies da planta por meio de fixacdo apolar em
monocamada, raramente formando agregado, sendo 0s estdmatos e 0s tricomas 0s principais
sitios de colonizacdo. Cubero et al. (2011) utilizando a técnica microscopia confocal de
varredura a laser, relatam que X. citri pv. citri foi capaz de colonizar e sobreviver nas superficies
de folhas e frutos de Citrus sp., por meio da formacdo de biofilme, principalmente em
depressdes entre células epidérmicas e em torno dos estdmatos, locais que apresentam maior
umidade e presenca de nutrientes. Diferentes estudos demonstram que bacteérias fitopatogénicas
também sdo capazes de colonizar e sobreviver epifiticamente em folhas sadias de plantas ndo

hospedeiras (Ercolani et al., 1974; Gent et al., 2005; Osdaghi et al., 2017). Zarei et al. (2018)
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demonstraram por meio da avaliagdo da dindmica populacional de X. citri pv. citri e X.
arboricola pv. pruni, que apds inoculagdo em mais de 36 espécies de plantas, os patégenos
foram capazes de colonizar e sobreviver na superficie foliar de diferentes plantas, dentre essas,
espécies nao hospedeiras.

A capacidade de colonizacgéo e translocagéo vascular de Xcv foi avaliada por meio da
inoculagcdo do patdégeno em caule e posterior deteccdo e quantificagdo do patdgeno em
segmentos coletados a diferentes distancias do ponto de inoculagdo. Apds a inoculagdo, foi
observado que o patdgeno se translocou em plantas de todas as espécies avaliadas, indicando
que a colonizacdo de Xcv nessas espécies pode ocorrer de forma sistémica. Aradjo et al. (2004)
investigaram a colonizacdo de Xcv em tecidos de folhas e a hastes de videira por meio de
microscopia Otica e eletronica de transmissdo. Os autores observaram que a bactéria se
multiplica nos espagos intercelulares, coloniza o parénquima e, a partir deste, os feixes
vasculares do xilema e floema adjacentes, dando inicio ao processo de colonizagdo sistémica.
Apesar deste trabalho demonstrar aspectos importantes da colonizacdo de Xcv nos tecidos
vasculares da videira, os mecanismos moleculares e bioquimicos envolvidos ainda séo
desconhecidos.

Diversos estudos demostraram 0s aspectos e/ou 0s mecanismos envolvidos na
colonizagdo e translocacdo de bactérias fitopatogénicas em tecidos vasculares das plantas
hospedeiras (Bogs et al., 1998; Newman et al., 2003; Golan et al., 2010; Czajkowski et al.,
2010; Chalupowicz et al., 2012; Raiol Junior, 2017; Wang & Turechek, 2018; Montoya-Estrada
et al., 2019) No entanto, em quase sua totalidade, esses estudos foram realizados em plantas
da hospedeira natural. Trabalhos envolvendo hospedeiras alternativas sao raros. O presente
trabalho demonstrou a capacidade de colonizacdo e translocagcdo vascular de Xcv em S.
obtusifolia e espécies da familia Amaranthaceae. Poréem, para melhor entendimento, estudos

relacionados aos aspectos e 0s mecanismos dessa interacdo ainda devem ser realizados. Em
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estudo mais recente, por meio da técnica de microscopia de epifluorescéncia associada a um
isolado de transformado com gene da proteina verde fluorescente (gfp), Fikowicz-Krosko &
Czajkowski (2018) estudaram aspectos da colonizagdo de D. solani em S. dulcamara, espécie
de planta invasora frequentemente encontrada em plantacGes de batata (S. tuberosum) na
Europa. Os autores observaram que plantas de S. dulcamara cultivadas in vitro foram
colonizadas sistemicamente, ap6s a inoculacdo do patégeno na base do caule ou em folhas.
Observagdes microscopicas revelaram que o patdégeno colonizou o tecido da medula da raiz e
0s vasos do xilema do caule. Os autores também relataram que diferente do observado in vitro,
plantas de S. dulcamara cultivadas em solo ndo apresentaram sintomas até 30 dias apds a
inoculacdo do patégeno em caule. Porém, o patdégeno foi detectado em segmentos de caule
coletados 5 cm acima do ponto de inoculagdo, com populagéo até 10* UFC g™,

Vaérios estudos comprovam a importancia de plantas invasoras na sobrevivéncia de
bactérias fitopatogénicas (Schaad & Dianese, 1981; Aysan & Uygur, 2005; Fernandez-Sanz et
al., 2016; Ocimati et al., 2018). Senna obtusifolia (fedegoso) e A. spinosus (caruru) sao espécies
de plantas invasoras com ocorréncia comum em parreirais no Submédio do Vale do Séo
Francisco. Nossos resultados mostraram a capacidade de Xcv colonizar e sobreviver nessas
espécies, indicando que as mesmas podem possuir um papel importante na epidemiologia do
cancro bacteriano da videira na regido. Os resultados obtidos neste estudo também permitem
ressaltar a importancia da eliminacdo de plantas invasoras de S. obtusifolia e do género
Amaranthus no manejo do cancro bacteriano da videira, como uma das formas de evitar a

manutengéo e/ou aumento de fontes de indculo em areas de ocorréncia do patdgeno.
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Tabela 1 Isolados de Xanthomonas citri pv. viticola utilizados no estudo de interagdo com

hospedeiras alternativas

Isolado Hospedeiro Origem e ano de coleta Caracteristica
A3 Vitis vinifera var. Red Globe Petrolina - PE, 2010 Selvagem
UnB 1188 Vitis vinifera var. Red Globe Petrolina - PE, 1998 Selvagem
AM1 Amaranthus sp. Petrolina - PE, 2012 Selvagem
P7 Vitis vinifera var. Red Globe Petrolina - PE, 20