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CARATERIZACAO MOLECULAR DE FUNGOS CAUSADORES DE DOENCA DE
TRONCO DA VIDEIRA
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RESUMO - As doengas de tronco da videira compreendem um grupo de doengas que afetam
de forma negativa a qualidade e produtividade viticola, incluindo as doencas de Petri, Esca,
Podridao descendente e Pé-preto. A fim de identificar sua ocorréncia e maneiras de minimizar
seu efeito na producdo, monitoramentos mais precisos devem ser realizados. O objetivo deste
projeto foi caracterizar morfologica e molecularmente a diversidade de fungos causadores de
doenca de tronco em videira, associando com sintomas externos e internos de morte e/ou
declinio, As amostras oriundas da micoteca do laboratério de fitopatologia foram cultivadas
para produgdo de biomassa, que seguiu para extragao de DNA. A andlise molecular consistiu-
se em técnicas de extragdo e amplificacdo de acido desoxirribonucleico (DNA), por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) amplificando as regides ITS (Internal Transcribed Spacer) do
RNA ribossomal; e sua visualizacdo em gel a partir de eletroforese. Resultados parciais
comparando andlises morfologicas e moleculares demostram grande incidéncia de
Phaeomoniella chlamydospora e Botryosphaeria dothidea nas cultivares analisadas.
PALAVRAS-CHAVE: Esca, Petri, Podridao descendente, Pé-preto.
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1 INTRODUCAO

As doengas de tronco da videira compreendem um grupo de doengas que afetam de
forma negativa a qualidade e produtividade viticola, estas incluem doencas de Petri, Esca,
Podridao descendente e Pé-preto, associadas a fungos como Phaeomoniella chlamydospora e
Phaeoacremonium spp., P. chlamydospora, Phacoacremonium spp., fungos da familia
Botryosphaeriaceae entre outros.

Devido a seus efeitos na produgdo, facil propagagao e demanda de custos uma vez
instaladas, estas doengas necessitam cada dez mais de um monitoramento mais preciso, a fim
de identificar sua ocorréncia e consequentemente estudar maneiras de minimizar seu efeito na
produgao.

Seguidas observagdes e levantamentos de campo, feitos nos ultimos anos,
principalmente no Rio Grande do Sul, alertam para o preocupante crescimento da incidéncia
dessas doencas nas areas de producao de uva para mesa e processamento (Rossi et al, 2013).

A combinagdo de andlises morfoldgicas e moleculares visa a complementagdo dos
resultados, possibilitando uma identificagdo mais precisa, uma vez que morfologicamente se
obtém apenas o género fungico, assim o conhecimento molecular permite também o
conhecimento mais especifico da espécie patogénica visto a grande variedade dentro de um
mesmo grupo.

Os isolados ficaram armazenados na micoteca do laboratorio de fitopatologia sendo
adotado o método de castelli para armazenamento. O método Castellani ¢ muito utilizado para
preservar fungos fitopatogénicos, onde colonias puras do fungo sao colocadas em um pequeno
frasco contendo agua destilada esterilizada ou solugdo salina, sendo posteriormente selado e
armazenado em temperatura ambiente ou de refrigerador (Bueno, 2006). Na analise
molecular foi utilizada a eletroforese em gel de agarose, segundo Lima (2008) ¢ um método
simples e eficiente que permite separagdo, identificacdo e purificagdo de moléculas de DNA.
As moléculas sdo separadas através da migracao de particulas no gel, com a aplicagdao de uma
diferenca de potencial elétrico, onde as moléculas de menor massa migram mais rapido.

O objetivo deste projeto foi caracterizar morfologica e molecularmente a diversidade de
fungos causadores de doenca de tronco em videira, associando com sintomas externos e
internos de morte e/ou declinio, cultivares de videira, Devem ser evitadas divagagdes. Devem
ser utilizadas referéncias apropriadas para formular os problemas abordados e a justificativa

da importancia do assunto, deixando claro o(s) objetivo(s) do trabalho.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de Material

Previamente o material oriundo de vinhedos observados com sintomas de doencas de
tronco foi levado ao laboratdrio para isolamento. Os sintomas internos foram registrados em
fotografia, armazenados em banco de dados com diferentes sintomas para que pudessem ser
correlacionados com os fitopatdgenos isolados. O material utilizado para sequenciamento se
originou de 14 videiras, onde foram isolados diferentes pontos da planta sendo identificados
na sequéncia: colo (1), topo (2), meio (3), brago (4) e esporao (5) e sintomas encontrados nas
amostras, pontuacao (A), contorno preto do sintoma (B), contorno preto da amostra (C),
escurecimento (D) e soft (E), o ultimo algarismo refere-se ao numero da repeticao.

Os isolados utilizados para caracterizagdo sdo oriundos da micoteca do Instituto Federal
de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul, Campus Bento Gongalves. Estes
estdo armazenados na micoteca em frascos com agua destilada autoclavada e armazenados em
geladeira, sendo dois frascos por isolado, segundo método de Castellani.

Uma vez identificados os sintomas as amostras seguiram para isolamento.
Primeiramente as amostras passaram por desinfeccao levando em consideracdo sintoma e
parte afetada da videira. As amostras de raiz foram imersas em hipoclorito de s6dio 0,35% por
1 minuto e logo ap6s mergulho em agua autoclavada e procedido isolamento, para amostras
oriundas de tronco, brago, espordo e ramos as amostras foram da imersas na sequéncia de
solugdes: etanol 70%, por 30 segundos, hipoclorito de s6dio 3,5% por 2 minutos e novamente
em etanol 70% por 30 segundos. Apods a realizacdo da desinfec¢dao, pequenas segdes com
sintoma foram removidas com auxilio de um bisturi e colocados 5 se¢des por placa de Petri
contendo meio BDA (batata-dextrose-agar) e tetraciclina 0,4%, sendo acompanhadas por
periodo de quatro semanas. Apds com o crescimento das colonias de fungos, houve repicagem
individual de cada patdgeno em novas placas de Petri contendo meio BDA para crescimento e

desenvolvimento da coldnia.

2.3 Identificacdo morfologica e molecular dos fungos

A identificacdo morfologica dos fungos foi baseada nas caracteristicas morfologicas da
colonia levando em consideracdao tamanho, forma, cor e velocidade de crescimento dos
fungos e nas caracteristicas morfologicas observadas em microscopio, como formato e
tamanho do esporo e micélio. A prévia identificacdo auxiliou na identificagdo dos primers

mais especificos a serem utilizados posteriormente na analise molecular.



Para a identificacdo molecular, foi realizada primeiramente a produ¢do de biomassa
sendo cultivado o micélio do fungo em meio liquido, para utilizacdo na extracdo de DNA. O
preparo da biomassa consistiu em cultivar uma fragdo do isolado, utilizando erlenmeyers de
50mL, previamente esterilizados, com meio liquido BD (batata-dextrose) contendo uma
fragdo transferida de BDA com micélio fungico, sendo mantidos por agitagdo por uma
semana, em condi¢des escuras, a 25 °C. Apds periodo de incubagio, o meio foi filtrado em um
sistema a vacuo funil-kitazato, e apenas o micélio fungico recolhido, identificado e estocado a
-20°C. Para técnica de extracdo de DNA total de micélio, ensaios de PCR e RFLP foram
coletados aproximadamente 200 mg do micélio cultivado onde foi utilizado para extracao de
DNA em solugdo de fenol:cloroformio:isoamilico (25:24:1), conforme protocolo de extragdo e
purificagdo (Sambrook, 1989). As amplificacdes por PCR do DNA extraido dos isolados
foram realizadas usando-se iniciadores ITS1/ITS4, para regides internas (espacadores) do
DNA associadas a fungos verdadeiros. Amplicons do PCR realizado com iniciadores ITS
sobre os DNAs dos isolados estudados foram precipitados em etanol e ressuspendidos em
20ul. de agua destilada. Uma aliquota de SuL foi retirada e digerida com 10 uM de duas
enzimas de restricdo: Haelll e Cfo I, durante 3 horas a 35 °C. Tanto os produtos de PCR,
quando produtos de RFLP foram visualizados por meio de eletroforese em gel de agarose 5%,
com as bandas sendo comparadas a um marcador de DNA 500-3000pb (BRL, MD, USA)

inserido em um dos pogos no gel.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As 29 amostras separadas para caracterizacao sao apresentadas na tabela 1.

Do total de amostras analisadas no presente trabalho 24 ainda aguardam confirmagao
para sequenciamento. Dos isolados obtidos das amostras ja sequenciados 3 tiveram
confirmacdo para Botryosphaeria, sendo duas para Botryosphaeria dothidea. As plantas
numeros 72 e 22R, ambas como ponto de isolamento o meio e apresentando como sintoma
interno escurecimento do sintoma e uma confirmada para Botryosphaeria parva, a planta
nimero 19P, tendo como ponto de isolamento também o meio e apresentando escurecimento
como sintoma interno. Fungos do género Botryosphaeria estdo relacionados a podriddo
descendente. A planta nimero 69 apresentou confirmacao para Phaeomoniella chlamydospora
tendo como ponto de isolamento também o meio e apresentando pontua¢do como sintoma

interno.



Para as plantas 72 e 88 houve disparidade entre a andlise morfoldgica realizada
previamente e o sequenciamento, ambas tiveram como ponto de isolamento o colo, sendo na
primeira identificada sintoma interno de pontuagdo e na segunda escurecimento, tal resultado
enfatiza a necessidade de uma ampliacdo nas sequéncias de bases utilizadas, uma maior
especificidade nos primers utilizados € uma nova investiga¢ao nos resultados que apresentam

disparidade com relagao até mesmo a contaminagdes durante o processo.

Tabela 1 — Resultados obtidos nas avaliagdes morfologicas e moleculares.

N° da

Molecular

coleciio Morfolégica PCR/ RFLP Sequenciamento
72.1.A.1 Phaeomoniella Botryosphaeria dothidea
19P.3.D.1 Botryosphaeria Botryosphaeria parva
72.3.B.3.A  Botryosphaeria Botryosphaeria dothidea
22R.3.B.1 Botryosphaeria Botryosphaeria dothidea
88.1.D.3 Botryosphaeria Clonostachys sp.
69.3.A.1 Phaeomoniella Phaeomoniella chlamydospora
79.1.B.1.B*  Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
79.3.B.2.B*  Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
69.2.A.2% Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
69.4.B.2.A*  Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
69.4.B.2.B*  Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
69.1.B.2* Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
69.4.A.2% Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
69.2.A.3% Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
85.1.B.2.B*  Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
60.3.D.3.B*  Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
52.3.D* Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
60.3.D.3.B*  Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
69.3.A.2% Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
87.4.A.2% Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
85.1.B.2.A*  Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
57.3.C* Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.
68.1.A.1%* Phaeomoniella  Botryosphaeria sp.
72.1.A.3* Phaeomoniella  Botryosphaeria sp.
86.5.A.2% Phaeomoniella  Botryosphaeria sp.
84.1.B.2.C*  Phaeomoniella ~ Botryosphaeria sp.
88.3.A.1* Phaeomoniella  Botryosphaeria sp.
55.1.B* Phaeomoniella  Botryosphaeria sp.
88.3.E.1.A*  Botryosphaeria  Botryosphaeria sp.

*Isolados com sequenciamento ainda em andamento.




4 CONCLUSOES

Conclusdes parciais demonstram a confirmagdo dos resultados morfologicos
comparados as analises moleculares para Phaeomoniella chlamydospora e Botryosphaeria
dothidea nas cultivares analisadas. Ha também necessidade de uma ampliacdo nas regides
identificadas do DNA ou rDNA dos isolados e uma maior especificidade dos primers

utilizados a fim de uma confirmag¢@o mais precisa para futuros trabalhos.
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