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Estudos filogenéticos e padroes de restricao
em Phaeomoniella chlamydospora e
Phaeoacremonium spp. associados a podridoes
de tronco da videira no Rio Grande do Sul

Fabio Rossi Cavalcanti"), Jessica Tascheto Berlatto®, Marcus André Kurtz
Almanga® e Bruna Gabriele Loeser®

(M Pesquisador, Embrapa Uva e Vinho, Bento Gongalves, RS. @ Tecndloga em Viticultura e Enologia,
Vinicola Aurora, Bento Gongalves, RS. @ Professor, Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia
do Rio Grande do Sul, Bento Gongalves, RS. ¥ Engenheira de Bioprocessos e Biotecnologia, Universidade
Estadual do Rio Grande do Sul, Bento Gongalves, RS.

Resumo — Este estudo investiga os aspectos moleculares dos fungos fitopa-
togénicos Phaeomoniella chlamydospora e Phaeoacremonium spp., causa-
dores de “chocolate” e doenca de Petri em vinhedos no Rio Grande do Sul,
Brasil. Foram desenvolvidos métodos moleculares para analisar a filogenia
desses fungos e técnicas de Reagéo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram
adaptadas para detecta-los. Os fungos foram isolados de partes sintomati-
cas do tronco e cultivados em meio batata-dextrose liquido. O DNA total foi
extraido da biomassa micelial usando o protocolo de fenol:cloroférmio:alco-
ol isoamilico. O sequenciamento de DNA Sanger das amostras de PCR foi
utilizado para estudos filogenéticos. A identidade dos patégenos foi confir-
mada por BLASTN das sequéncias obtidas nas regides 1TS1/2, R-tubulina
(BTUB) e fator de elongagéo (EF-1a), por PCR com iniciadores especifi-
cos e padrdes de fragmentagdo enzimatica (Cfol e Haelll) por PCR-RFLP.
As sequéncias da regido ITS1/2 foram depositadas no GenBank. A analise
de PCR-RFLP revelou polimorfismo intraespecificos minimos para os pat6-
genos com as enzimas Cfol e Haelll. As sequéncias apresentaram 90 a 99%
de identidade ao BLASTN. Arvores filogenéticas foram geradas utilizando
métodos Neighbor-Joining (NJ), Unweighted Pair Group Method with Arith-
metic Mean (UPGMA) e Maxima Parcimonia (MP), revelando alta similarida-
de nas sequéncias da regido ITS, mas variagbes nas regides [B-tubulina e
EF-1a, ajudando a diferenciar os patégenos isolados no Rio Grande do Sul
de outros isolados globais.

Termos para indexagao: Vitis vinifera, chocolate, doenca de Petri, filogenia.

Phylogenetic studies and restriction patterns in
Phaeomoniella chlamydospora and Phaeoacremonium
spp. associated with grapevine trunk diseases in Rio
Grande do Sul

Abstract-Thisstudyinvestigatesthe molecularaspectsofthe phytopathogenic
fungi Phaeomoniella chlamydospora and Phaeoacremonium spp., which



cause “black goo” and Petri disease in vineyards
in Rio Grande do Sul, Brazil. Molecular methods
were developed to analyze the phylogeny of these
fungi, and PCR techniques were adapted for their
detection. Fungi were isolated from symptomatic
trunk parts and cultivated in potato dextrose liquid
medium. Total DNA was extracted from the mycelial
biomass using the phenol:chloroform:isoamyl
alcohol protocol. Sanger DNA sequencing of PCR
samples was used for phylogenetic studies. The
identity of the pathogens was confirmed by BLASTN
of sequences from the ITS1/2, R-tubulin (BTUB),
and elongation factor (EF-1a) regions, by PCR with
specific primers, and by enzymatic fragmentation
patterns (Cfol and Haelll) through PCR-RFLP.
The ITS1/2 region sequences were deposited in
GenBank. PCR-RFLP analysis revealed minimal
intraspecific polymorphism for the pathogens with
Cfol and Haelll enzymes. Sequences showed 90
to 99% identity to BLASTN. Phylogenetic trees
were generated using Neighbor-Joining (NJ),
UPGMA, and Maximum Parsimony (MP) methods,
revealing high similarity in ITS region sequences
but variations in the R-tubulin and EF-1a regions,
helping to differentiate the pathogens isolated
in Rio Grande do Sul from other global isolates.

Index terms: Vitis vinifera, black goo decline, Petri
disease, phylogeny.

Introducgao

O declinio e a morte de plantas de videira podem
estar associados aos fungos fitopatogénicos que, ao
parasitarem o tecido lenhoso da videira, causam in-
feccdes severas e podridoes em tecidos vasculares
e lenhosos da raiz ou do caule, comprometendo ou
até mesmo impedindo a sobrevivéncia da planta
(Cavalcanti et al., 2013; Ji et al., 2023). Segundo Ji
et al. (2023), os sintomas de declinio comegam a
aparecer no inicio do ciclo vegetativo, caracterizan-
do-se por brotagbes pouco vigorosas e folhas cloro-
ticas, com posterior enfraquecimento progressivo da
planta, podendo ocasionar sua morte.

A Serra Gaucha é a principal regiao produtora
de uva do Brasil. Esta situada no nordeste do Rio
Grande do Sul. E uma regido que possui solo e
clima propicios para a produgédo de uvas com alta
acidez, usadas principalmente para a elaboragao
de vinho base para espumantes (Jackson, 2020).
No entanto, o clima subtropical e solo argiloso tra-
zem dificuldades de drenagem, atrapalhando a
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condugéo dos parreirais por favorecer podriddes ra-
diculares como a fusariose e o pé-preto (Cavalcanti
et al., 2013). Os maiores empecilhos para a produgao
da videira encontrados nessa regiao séo os elevados
indices pluviométricos e a alta umidade relativa do ar,
0 que favorece a suscetibilidade as doencgas (Caval-
canti, 2021).

Existem varias espécies de fungos fitopatogéni-
cos que causam doengas de tronco da videira, tais
como linhagens da familia Botryosphaeriaceae, cau-
sadores de podriddes descendentes; o fungo Eutypa
lata causador da eutipiose, fungos causadores da po-
dridao de Phomopsis e o pé-preto (black foot disea-
se), que é causado por apenas um fungo dos géneros
Cylindrocarpon, Campylocarpon ou llyonectria.

Em outras situagbes bioldgicas, fungos podem
atuar num tipo de parasitismo em consércio atacando
conjuntamente os tecidos do tronco da videira cau-
sando uma interagdo complexa de doenga (Cavalcan-
ti et al., 2013). Dois exemplos importantes na cultura
da videira sdo a doenga de Petri (infecgao simultanea
entre Phaeomoniella chlamydospora e Phaeoacre-
monium spp.) e a esca, um complexo infeccioso cau-
sado por P. chlamydospora, Phaeoacremonium spp. €
fungos do género Fomitiporia, ainda nao evidenciado
no Brasil.

Dos dois complexos de parasitismo (esca e Pe-
tri), apenas a doenga de Petri foi evidenciada em vi-
nhedos da Serra Gaucha (Almanga et al., 2013). Adi-
cionalmente, P. chlamydospora e Phaeoacremonium
spp. podem causar, de modo individualizado, podri-
ddes conhecidas por “chocolate” no tronco da videira
(Cavalcanti et al., 2013; Berlatto et al., 2017).

Os métodos de identificacdo dos patdgenos as-
sociados a doencgas de tronco da videira partem dos
estudos de sintomatologia e dos postulados de Koch.
Ou seja, a identificagado de estruturas da morfologia do
patégeno é imprescindivel para a identificagdo de indi-
viduos a partir do seu isolamento, e isso requer técni-
cos treinados para efetuar tais analises (Tronsmo et al.,
2020).

No caso dos patdgenos da videira, as semelhan-
¢as dos padrdes sintomatolégicos das amostras de
tronco e das caracteristicas de colbnias obtidas do
isolamento dos fungos associados podem dificultar a
definicdo da etiologia. Também, dimensbes dos espo-
ros e/ou a falta de esporulagao na cultura podem levar
a falsos positivos, além de problemas com contami-
nagdes (Lawrence et al., 2017). A partir da década de
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1980, outras técnicas tém sido adaptadas para fun-
damentar os trabalhos de diagnose de fitopatégenos,
tornando mais precisa a caracterizagdo de agentes
causadores de doengas. Como comentaram Brioso
et al. (2001), o progresso das técnicas de biologia
molecular fez com que as mesmas fossem adapta-
das a Fitopatologia.

No caso do diagndstico de doengas, técnicas de
biologia molecular podem ser adaptadas e aplica-
das para detecgao de patdgenos presentes em teci-
dos de plantas hospedeiras, para a confirmagdo da
patogenicidade, e em trabalhos abordando andlise
filogenética, da variabilidade e diversidade genética
em populacdes de patégenos, encontrados em uma
determinada regido (Lobato; Cavalcanti, 2021).

Trabalhos envolvendo técnicas moleclares na
caracterizagédo de fungos relacionados as doencas
de tronco de videira ja foram desenvolvidos, como,
por exemplo, os que descrevem estudos realizados
sobre as regides ITS (Internal Transcribed Spacer),
B-tubulina e Fator de Elongacéo (Sofia et al., 2015;
Ferreira et al.,, 2017; Kraus et al., 2020; Lobato;
Cavalcanti, 2021; Aigoun-Mouhous et al., 2021; Ye
et al., 2021), e os que relatam a utilizagdo de inicia-
dores espécie-especificos para a detecgao de pato-
genos (Tegli et al., 2000; Overton et al., 2004).

Diante dessa abordagem, o presente trabalho
teve por objetivo desenvolver ferramentas molecu-
lares visando a identificacdo e caracterizacéo filo-
genética de fungos das espécies P. chlamydospora
e Phaeoacremonium spp. encontrados em vinhedos
de diferentes regides do estado do Rio Grande do
Sul, associados a podriddes do tronco. Para isso,
foram empregadas técnicas de Reacado em Cadeia
da Polimerase (PCR) para a amplificagéo de regides
conservadas do DNA fungico (ITS, B-tubulina e
EF-1a) e posterior utilizacdo desses DNAs em alta
concentragao para gerar padrées de PCR-RFLP em
ensaios Cleaved Amplified Polymorphic Sequences
(CAPS).

Os produtos de PCR também foram usados
para obtencdo de sequéncias de nucleotideos do
DNA das regides abordadas, com subsequente uso
dessas informacgdes para confirmagéo da identidade
do microrganismo. Adicionalmente, os dados foram
utilizados para a condugao de analises filogenéticas
das regides, concatenadas ou ndo. Dados levanta-
dos foram comparados com informacgdes de isola-
dos de outras regides do Brasil e do mundo.

Material e métodos

Amostragem de material vegetal, isolamento e
identificagcdo morfolégica dos fitopatégenos

A coleta das amostras de videira com sintomas
de doencga de tronco foi realizada em vinhedos do
estado do Rio Grande do Sul, pelo Instituto Federal
de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande
do Sul (IFRS/BG), e também sao provenientes da
Colecao de Microrganismos de Interesse Agroindus-
trial (CMIA) da Embrapa Uva e Vinho. A Tabela 1 apre-
senta todos os isolados utilizados neste trabalho,
seus respectivos sintomas, partes da planta em que
foram isolados, localidade e data de coleta.

Apbs a coleta, tecidos sintomaticos do material
vegetal amostrado foram cortados em tamanhos
menores com bisturi esterilizado e lavados em agua
corrente. A desinfestagéo ocorreu em camara de fluxo
laminar pela sequéncia de solugbes de etanol 70%
por 30 segundos, hipoclorito de sodio 3,5% por dois
minutos e novamente etanol 70% por 30 segundos.
Em seguida, com o auxilio de um bisturi foram retira-
dos fragmentos da regido com sintomas para inocu-
lagdo em placas de Petri contendo meio batata-dex-
trose-agar (BDA) comercial. Em cada placa de Petri
foram colocados quatro fragmentos. A inoculagao foi
realizada em triplicata. As placas foram incubadas em
camara BOD, a 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas
claro/escuro. As placas foram observadas diariamen-
te até o crescimento das colbnias, que demorou de
15 a 30 dias para os isolados de P. chlamydospora.
A caracterizacao morfoldgica foi realizada a partir das
coldnias cultivadas em meio BDA, com o preparo de
ldminas que foram visualizadas em microscoépio 6pti-
co, conforme Almanga et al. (2013).

Neste trabalho, também foram utilizados culti-
vos axénicos de linhagens de Phaeoacremonium
spp. da CMIA da Embrapa Uva e Vinho, os quais
foram previamente isolados a partir de videiras sin-
tomaticas do Rio Grande do Sul. Os isolados foram
repicados em placas de Petri, em trés replicatas
contendo meio BDA.

Obtenc¢ao da biomassa micelial

As placas com cultivos do isolamento foram usa-
das para a obtencao da biomassa micelial e extragao
de DNA. Inicialmente, aos frascos de Erlenmeyer de
50 mL esterilizados, foram adicionados aproximada-
mente 30 mL de meio liquido batata-dextrose (BD)
e um disco de cultivo em meio BDA. Esses frascos



Tabela 1. Linhagens de fitopatdgenos utilizadas no trabalho

Caodigo

TD 114

TD 15b

TD157

TD 541

TD 340

TD 487

TD 538

TD 336

TD 537

TD 458

TD 15

TD 457

TD 68

TD 455

TD 456

TD 639

TD 635

TD 636

Identificagao
morfolégica
Phaeomo-
niella chlamy-
dospora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

P. chlamydos-
pora

Variedade
de videira/genétipo
Isabel/hibrido
Vitis labrusca x Vitis
vinifera

Moscato Branco/
Vitis vinifera
Moscato/
Vitis vinifera

Riesling italico/
Vitis vinifera

Cabernet Sauvignon/
Vitis vinifera

Niagara Rosa/
Vitis labrusca

Merlot/
Vitis vinifera

Cabernet Sauvignon/
Vitis vinifera
Merlot/

Vitis vinifera

Cabernet Sauvignon/
Vitis vinifera

Moscato Branco/
Vitis vinifera

Italia/
Vitis vinifera subsp.
vinifera

Isabel/
hibrido Vitis vinifera x
Vitis labrusca
Riesling italico/
Vitis vinifera

Merlot/
Vitis vinifera

Paulsen 1103/
cruzamento entre
Vitis berlandieri x Vitis
rupestris

Paulsen 1103/
cruzamento entre
Vitis berlandieri x Vitis
rupestris

Paulsen 1103/
cruzamento entre
Vitis berlandieri x Vitis
rupestris

Sintomas

Pontuagdes
escuras

Pontuacdes
escuras

Picnidio

Madeira
castanho-
avermelhada

Madeira
castanho-
avermelhada

Pontuacbes
escuras

Madeira
castanho-
avermelhada

Pontuagbes
escuras

Linhas
pretas

Madeira
apodrecida
(macia e
esponjosa)

Pontuagbes
escuras

Madeira
apodrecida
(macia e
esponjosa)

Pontuacbes
escuras

Pontuacdes
escuras

Madeira
apodrecida
(macia e
esponjosa)

Pontuagbes
escuras

Pontuacdes
escuras

Pontuagdes
escuras
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Partes da
planta

Final basal do
porta-enxerto

Parte superior
do tronco

Casca

Ponto de
enxertia

Final basal do
porta-enxerto

Esporao

Ponto de
enxertia

Ponto de
enxertia

Ponto de
enxertia

Ponto de
enxertia

Final basal do
porta-enxerto

Ponto de
enxertia

Final basal do
porta-enxerto

Final basal do
porta-enxerto

Ponto de
enxertia

Brago

Esporao

Parte superior
do tronco

Localidade de
coleta

Farroupilha, RS

Farroupilha, RS

Pinto Bandeira,
RS

Monte Belo
do Sul, RS

Pinto Bandeira,
RS

Campestre da
Serra, RS

Caldas, MG

Pinto Bandeira,
RS

Caldas, MG

Pinto Bandeira,
RS

Pinto Bandeira,
RS

Vacaria, RS

Farroupilha, RS

Monte Belo
do Sul, RS

Caldas, MG

Santana do
Livramento, RS

Santana do
Livramento, RS

Santana do
Livramento, RS

Data de
coleta

Out./14

Dez./14

Jan./14

Fev./15

Maio/15

Maio/15

Ago./15

Maio/15

Ago./15

Dez./14

Dez./14

Maio/15

Dez./14

Fev./15

Ago./15

Nov./15

Nov./15

Nov./15

Cadigo
GenBank

KY984086.1

KY984087.1

KY984071.1

KY984072.1

KY984073.1

KY984078.1

KY984079.1

KY984080.1

KY984081.1

KY984082.1

KY984083.1

KY984084.1

KY984085.1

KY984088.1

KY984089.1

KY984076.1

KY984077.1

KY984074.1

“Continua...”
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Tabela 1. Continuagéo.
I . . Data -
i Identificagado Variedade . Partes da Localidade de Caodigo
Caodigo - Iy " Sintomas de
morfolégica de videira/genotipo planta coleta coleta GenBank
Paulsen 1103/
P. chlamydos-  cruzamento entre Pontuacbées  Parte superior Santana do
TD642 Y i > ¢ P Liviamento, ~ Nov./15 KY984075.1
pora Vitis berlandieri x escuras do tronco RS
Vitis rupestris
P. chlamydos- Isabel/cruzamento Farroupilha
TD 70 ’ entre Vitis vinifera x  Linhas pretas Brago " Out./14 KY984090.1
pora " RS
Vitis labrusca
Paulsen 1103/
TD 624 P. chlamydos- cry;amento gnt.re Pontuagbes Ponto Qe Bento Nov/15 KY984091 1
pora Vitis berlandieri x escuras enxertia Gongalves,RS
Vitis rupestris
Paulsen 1103/ .
P. chlamydos-  cruzamento entre Madeira Final basal do Vacaria
TD654 " s castanho- ’ Dez./15 KY984092.1
pora Vitis berlandieri x porta-enxerto RS
i : avermelhada
Vitis rupestris
D 706 P. chlamydos- .I.\/Ierllo‘t/ Pontuagodes Brago Veranopolis, Dez /15 KY984093.1
pora Vitis vinifera escuras RS
D 563 P. chlamydos- Caberpgt S.a.uwgnon/ Pontuagbes  Final basal do  Farroupilha, Set/15  KY984094 1
pora Vitis vinifera escuras porta-enxerto RS
P. chlamydos- Bordé/ - Flores da
TD 571 pora Vitis labrusca Pontuagbes Brago Cunha, RS Mar./14 -
Isabel/cruzamento .
TD 463 P chlamydos- entre Vitis vinifera x Pontuagdes Ponto (.je Farroupilha, Dez./14 -
pora i enxertia RS
Vitis labrusca
BRM Phaeoacre- - . Flores da
006263  monium spp. Vitis labrusca - Pé-franco Cunha, RS 2007 MGO041383.1
BRM Phaeoacre- e e . Igrejinha,
006265  monium spp. Vitis vinifera - Desconhecido RS 2007 MG041383.1
Phaeoa- ~
BRM . - . Sao Marcos,
006264  Cremonium Vitis labrusca - Pé-franco RS 2003 MG041382.1
angustius

permaneceram sob agitagcdo em mesa agitadora,
em temperatura ambiente. Em seguida, o meio foi
filtrado em um sistema utilizando trompa de vacuo
e kitazato com papel filtro n® 1. Por fim, a biomassa
micelial foi recolhida em tubos de 1,5 mL e estocada
a -20 °C (Lobato; Cavalcanti, 2021).

Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi conduzida seguindo o
protocolo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (FAI),
baseado em Sambrook e Russel (2001). Inicialmen-
te, pérolas de vidro foram adicionadas a um tubo
com tampao de extragdo (TE). Biomassa micelial
e FAIl foram adicionados, seguidos de agitagédo e
adicado de TE. Apds centrifugacao (11.200 x g) du-
rante 6 minutos em centrifuga, o sobrenadante foi
transferido e repetiu-se a adi¢gdo de FAI, agitagéo e
centrifugacao.

Apobs sucessivas adigdes de cloroformio e eta-
nol, seguidas de centrifugacao, descartou-se o so-
brenadante, adicionou-se etanol 75% e centrifugou-
-se novamente. O sobrenadante final foi descartado,
deixando os tubos com DNA secarem a 37 °C por
12 horas. O DNA foi ressuspenso em agua ultrapura
e os tubos fechados expostos a 37 °C por 12 horas
adicionais. Os tubos com DNA extraido foram arma-
zenados a -20 °C para uso analitico.

Protocolos de PCR

Os ensaios de PCR foram realizados a partir do
DNA total extraido da biomassa micelial dos isola-
dos dos fungos causadores de “chocolate”, em vi-
nhedos gauchos (Tabela 1).

Para cada analise de PCR, foi preparada uma
mistura (mix) contendo: agua ultrapura, tampéao,
MgCl, (cofator da Taq polimerase), dNTPs, o par de



iniciadores de interesse, a enzima Taq polimerase e
uma aliquota do DNA extraido, como descrito na Ta-
bela 2. O mix foi entdo colocado em um termociclador
para a obtengéo dos produtos de PCR de interesse.
Os iniciadores foram desenhados para amplificagao
de regides especificas do DNA gendmico do fungo.

As amplificagdes por PCR do DNA dos isolados
de P. chlamydospora e Phaeoacremonium spp., fo-
ram realizadas utilizando-se os iniciadores: 1TS1/
ITS4 (White et al., 1990); T1/Bt2b (Glass; Donald-
son, 1995; O’Donnel; Cigelnik, 1997) e EF1-728F/
EF1-986R e EF1-728F/EF 1-1567R (Carbone; Kohn,
1999; Rehner; Buckley, 2005) (Tabela 3). Para a de-
tecgado especifica de P. chlamydospora foram utili-
zados os iniciadores Pch1/Pch2 (Tegli et al., 2000) e
Pmo1/Pmo2 (Overton et al., 2004).

Para os ajustes nas condigbes da PCR foram
consideradas as recomendagbes metodoldgicas ci-
tadas que referenciam os iniciadores selecionados
para o presente estudo. Para a escolha das tem-
peraturas de pareamento (6timo de anelamento) de
cada iniciador, foram consideradas as informacoes
de temperatura de melting (Tm) (temperatura de
dissociacao), fornecidas pela empresa responsa-
vel por sintetizar os oligonucleotideos, confirmadas
com o uso de software para estimar temperatura de
pareamento.

Para resumir as informacdes sobre os ciclos de
PCR utilizados nos trabalhos de amplificagéo de re-
gides do DNA de P. chlamydospora e Phaeoacremo-
nium spp. segue a Tabela 4.

Eletroforese em gel de agarose foi empregada
para cada reacdo de PCR. Géis em concentracao
de 1,2% foram preparados com tampao TBE 1x
(10,8 g Tris-base; 5,5 g de acido bdérico; 4,0 ml de
0,5M EDTA, pH 8,0, em 1 L de agua padrdo Milli-
-Q). Nos pocos, foram aplicados 4,5 uL de produto
de PCR misturado com 1,3 uL de corante azul de
bromofenol (na proporgao de 1:10 em diluigdo com
glicerol 60%) e, no pogo de marcagédo, 2,2 uL de
marcador de peso molecular de 100 pb (com con-
centragéo de 0,1 ug/pL). As amostras foram corridas
em eletroforese a 120 V em tampao TBE 1x. Os géis
foram corados em solugdo de brometo de etidio a
0,5 pg/mL por aproximadamente 20 minutos.

Em seguida, os géis foram visualizados em fo-
todocumentador. Para identificacdo do peso mole-
cular, utilizou-se o marcador de peso molecular de
100 pb.
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Tabela 2. Composi¢do da mistura para a reagao de PCR.

Composicao Concentragao Vo(l1uxr;1e
Agua ultra-pura - 10,7 pL
Tampao 5x 5,0 uL
MgCl, 25 mM 1,5 uL
dNTP 1 mM 4,5 uL
Iniciador direto 20 uM 1,0 L
Iniciador reverso 20 uM 1,0 yL
Taq polimerase 5U puL! 0,3 uL
DNA 20-40 ng 1,0 uL
Volume final - 25,0 uL

Sequenciamento pelo método Sanger

Apods a confirmacgao da amplificagdo dos produ-
tos da PCR resolvidos por eletroforese em agarose,
os amplicons das regibes ITS, B-tubulina e EF-1aq,
que nao apresentavam produtos de PCR inespeci-
ficos, foram preparados para sequenciamento pelo
método de Sanger. Para tanto, o produto de PCR foi
inicialmente purificado utilizando as enzimas fosfa-
tase alcalina (Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), 1
U/uL, e exonuclease (EXO), 2,5 U/uL, e submetido
a uma etapa de clean-up. O programa utilizado para
esse processo incluiu um ciclo de 37 °C por 15 mi-
nutos e 80 °C por 15 minutos.

Para quantificagdo da concentracdo de DNA das
amostras e estimativa das respectivas purezas do
DNA amplificado, foi realizada a leitura do DNA puri-
ficado (clean-up) em espectrofotdmetro capilar. Para
avaliagao da pureza do DNA foram utilizados os cri-
térios da razao entre as absorbancias de 260-280
nm e 260-230 nm (Lobato; Cavalcanti, 2021).

Apos a leitura, constatada a pureza ideal das
amostras, em um tubo de 0,5 mL foi adicionada a
quantidade de DNA molde para se atingir um valor
de 60 ng de DNA e o iniciador direto (forward, utili-
zado na reagao de sequenciamento) a 4,5 pmol. Por
fim, as amostras foram secas e enviadas a empresa
responsavel pelo sequenciamento. O sequenciamento
de nucleotideos foi realizado pelo Método de Sanger.
A empresa contratada realizou o sequenciamento de
DNA a partir de produtos de PCR purificados. O ta-
manho das sequéncias obtidas foi de 550 pares de
base (bp), em média.
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Tabela 3. Iniciadores utilizados na pesquisa.

Regiao Iniciadores Diregao
ITS1 Direto
ITS 1/2
ITS4 Reverso
) T Direto
B-tubulina
Bt2b Reverso
EF1-728F Direto
Fator de Elongacgéo EF1- 986R Reverso
EF1-1567R Reverso
Pch 1 Direto
Iniciadores especificos Pch 2 Reverso
para P. chlamydospora Pmo 1 Direto
Pmo 2 Reverso

Numero de
Sequéncia de Nucleotideos pares de
(5°—3)" bases
(pb)

TCCGTAGGTGAACCTGCGG 19
TCCTCCGCTTATTGATATGC 20
ACCATGCGTGAGATTGTAAGT 21
CCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 23
CATCGA GAAGTTCGAGAAGG 20
TACTTGAAGGAACCCTTACC 20
ACHGTRCCRATACCACCRATCTT 23
CTCCAACCCTTGTTTATC 18
TGAAAGTTGATATGGACCC 19
GTTACATGTGACGTCTGAACG 21
GTTACATGTGACGTCTGAACG 21

(™ H e R: posi¢des degeneradas correspondentes aos nucleotideos (A, C, T) e (A, G), respectivamente.

Tabela 4. Resumo das configuragdes de amplificagao.

Fungo Regido Iniciadores Desnaturacido Amplificacdao Extensao Referéncia
P. chlamydospora 95 °C/ 39 ciclos 72 °C/ White
Phaeoacremonium ITS ITS1/1TS4 . (95 °C/30 s; 60 °C/1 min; 10 min
5 min o . et al. (1990)
spp. 2 °C/1 min)
. 95 °C/ L., orecos o g5.gy  O'Donnell
P. chlamydospora  B-tubulina T1/Bt2b 4 min (96 °C/1 min; 61,6 °C/55 s; 10 min e Cigelnik
72 °C/90 s) (1997)
. o 36 ciclos o O’Donnell
SP haeoacremonium o 4 v ina  T1/Bt2b ?fmﬁ/ (96 °C/1 min: 58,5 °C/55 s: 175 m(fr/] e Cigelnik
pp- 72°CI90 s) (1997)
Fator de R 35 ciclos o Carbone
P. chlamydospora  elongagao EE;@%’; %Smi?]/ (95 °C/15 s; 52 °C/1 min; 17§ m(|:r/1 e Kohn
(EF-1a) 72 °C/60 s) (1999)
P. chlamydospora Fator de o 35 ciclos o Lobato e
Phaeoacremonium elongagao EEIE 11__17 52687FF/{ 955mi(r;1/ (95 °C/30 s; 55,7 °C/1 min; 175 m(|;r< Cavalcanti
spp. (EF-1a) 72 °C/60 s) (2021)
o 28 ciclos o .
P. chlamydospora ITS  Pch1/Pch2 95 °C/ (95°C/30's; 55,8 °C/50s; /2 C/  Tedlietal
5 min N 10 min (2000)
72 °C/60 s)
Pmo1/ 95 °C/ 39 ciclos 72 °C/ Overton
P. chlamydospora ITS . (95 °C/30 s; 68 °C/50 min; ;
Pmo2 5 min 72 °Cl60's) 10 min  etal. (2004)

Digestao do DNA para procedimentos de

PCR-RFLP (CAPS)

Para gerar padroes de PCR-RFLP em ensaios Cle-

aved Amplified Polymorphic Sequences (CAPS), os pro-
dutos da PCR purificados das regides ITS, B-tubulina e
EF-1a foram digeridos, de forma individual, com duas en-
donucleases de restricdo: Haelll e Cfol (ambas 10 U/uL).

Os ensaios seguiram orientagdo do fabricante
das enzimas. As clivagens enzimaticas foram reali-
zadas conforme reagdes apresentadas na Tabela 5,
durante 2 horas e 30 minutos a 37 °C. Para detectar
os fragmentos gerados pela digestdo enzimatica,
eletroforese foi corrida em gel de agarose a 3% em
solugao tampéao de TBE 1X.



Tabela 5 - Composigéo para reagdes de PCR-RFLP.

Composicao Cfol (1X) Haelll (1X)
Agua ultrapura 3,65 uL 3,5uL
Tampé&o fabricante 10X 1,0 uL 1,0 uL
Soro BSA 0,1 uL -
Enzima 0,25 pL 0,5 L
Produto da PCR 5,0 uL 5,0 uL
Volume total 10,0 pL 10,0 L

Estudos filogenéticos em P. chlamydospora e
Phaeoacremonium spp.

A partir dos produtos de PCR das trés regides
analisadas (ITS, EF-1a e B-tubulina) dos patégenos
de tronco da videira abordados nesse estudo, sequén-
cias entre 200—-900 pb foram obtidas e estudos filo-
genéticos foram realizados por meio de ferramentas
de bioinformatica.

Inicialmente, os eletroferogramas correspon-
dentes as sequéncias foram revisados em um in-
terpretador de intensidade de fluorescéncia em
fungéo do tempo ou da posigédo da base no sequen-
ciamento. Para corregcéo de falhas de ambiguidade
em residuos, ou baixo escore Phred. As sequéncias
“depuradas” foram comparadas aquelas disponiveis
na base de sequéncias de nucleotideos do Natio-
nal Center of Biotechnology Information (NCBI) por
meio da aplicagdo Basic Local Alignment Search
Tool (BLASTN) disponivel online. Para cada se-
quéncia, o BLASTN gerou informagbes sobre ali-
nhamento e homologia das sequéncias, e uma lista
de acessos ordenados por escores percentuais de
identidade (Query cover e Ident). As informacgdes de
identidade de sequéncia fornecidas pelo BLASTN
confirmaram a identificagdo morfolégica dos isola-
dos de Phaeoacremonium spp. e P. chlamydospora,
que, por diante, foram denominados “isolados de
referéncia”. As sequéncias depuradas dos isolados
de referéncia de P. chlamydospora e Phaeoacremo-
nium spp. foram, entdo, organizadas em arquivos
formato .FASTA para o alinhamento e as anadlises
filogenéticas dos isolados estudados.

Com os arquivos FASTA contendo as sequéncias
depuradas dos isolados de referéncia, foi realizado
o alinhamento dos isolados em estudo com o uso
da ferramenta de alinhamento multiplo de sequéncias
de DNA. Arquivos de alinhamento foram gerados e
importados para o software para analise de dados
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moleculares e estudos de evolugdo molecular, para
a construgdo de arvores filogenéticas referentes aos
isolados de P. chlamydospora e Phaeoacremonium
spp. estudados, para cada regidao do DNA gendémico
(ITS, EF-1a e B-tubulina). As arvores foram construi-
das a partir dos alinhamentos individuais de cada re-
gido, e, por fim, a partir de informagdes concatenadas
das trés regides abordadas neste trabalho. As sequén-
cias foram concatenadas com o uso da ferramenta
de bioinformatica para este fim.

A historia evolutiva dos isolados neste estudo
cujas sequéncias, alinhadas para os estudos filoge-
néticos, foi inferida pelos métodos Neighbor-Joining
(NJ), Unweighted Pair Group Method with Arithme-
tic Mean (UPGMA) e/ou Maxima Parcimonia (MP).
O método MP foi utilizado, neste trabalho, para re-
construcdes filogenéticas dos dados de sequéncia
concatenados entre as trés regides de estudo. A es-
tatistica selecionada para gerar estimativas de con-
fiabilidade para os desdobramentos evolutivos foi o
teste de bootstrap ajustado para 1.500 repetigbes.
As arvores filogenéticas foram desenhadas a partir
de seus métodos e respeitando-se a escala evoluti-
va gerada. As distancias evolutivas foram computa-
das utilizando o método p-distance.

Resultados e discussao

Ajustes de temperatura para PCRs das trés
regides do genoma dos patoégenos

A amplificagcdo do DNA de P. chlamydospora e
Phaeoacremonium spp. com os iniciadores 1TS1/4
ja foi descrita na literatura (Groenewald et al., 2001).
Como relataram esses autores, o par ITS1/4 foi uti-
lizado nos estudos filogenéticos de Phaeoacremo-
nium e espécies de Phaeomoniella, isolados de di-
versos paises dos continentes europeu, africano e
americano. Mais recentemente Ferreira et al. (2017)
também utilizaram os iniciadores ITS1/4 para estu-
dos filogenéticos em fungos causadores da doenca
de Petri no estado de Sao Paulo.

Para ajustar as condigées de PCR considerando
os DNAs miceliais dos isolados gauchos, levou-se
em consideracao a informagéo da temperatura de
melting apresentada pela fornecedora do par de ini-
ciadores, 68,5 °C para ITS1 e 61,5 °C para ITS4.
Antes das PCRs, as temperaturas de pareamento
foram estudadas por uma ferramenta de bioinforma-
tica para o devido fim. Aanalise dos iniciadores na fer-
ramenta recomendou temperaturas de pareamento
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de 64,5 °C parao ITS1 e de 57,8 °C para ITS4. Apos
ajustes, a temperatura de pareamento foi de 60 °C,
amplificando fragmento entre 500-600 pb (Figuras 1
e 2), produto esperado para a regido ITS de fungos
fitopatogénicos.

O espagadorinterno transcrito (ITS) € umaregiao
do DNA ribossomal dos eucariotos que se posiciona
entre as regides 18S rDNA (ITS1) e 5.8S rDNA (ITS2).
Os genes das subunidades grande e pequena do
ribossomo constituem uma regido do DNA que pos-
sui informacgdes Uteis para identificagdo e caracte-
rizacdo de fungos (Korabecna, 2007). Mesmo sob
mecanismos bioldgicos gerais de variabilidade (re-
combinagdo génica) e passiveis de processamento
pos-transcricional (splicing), a regido do espagador
interno transcrito possui uma taxa evolutiva lenta,
o bastante para servir de fonte de informacao ge-
nética conservada, suficiente para caracterizar fun-
gos verdadeiros e discriminar taxons dentro deste
reino. De acordo com White et al. (1990), a ITS é
uma regidao adequada para estudos filogenéticos em
fungos por evidenciarem uma evolugdo mais rapida
entre géneros, sendo suficientemente conservadas
possibilitando discriminagéo interespecifica em po-
pulacdes de isolados da mesma espécie. Desta for-
ma, a identificagdo molecular de isolados de Phaeo-
acremonium spp. € P. chlamydospora, foi iniciada
com a utilizagdo dos iniciadores ITS1/4 (White et al.,
1990) para amplificar um DNA intermediario ao ITS1
e ao ITS2.

As reacdes de amplificacdo do DNA de Phaeo-
acremonium spp. € P. chlamydospora com 0s ini-
ciadores T1/Bt2b ja foram descritas na literatura.
Analogamente ao trabalho com a regidao do espa-
cador interno transcrito, Groenewald et al. (2001)
utilizaram esses iniciadores nos estudos filogené-
ticos de Phaeoacremonium e espécies de Phaeo-
moniella. Também, Essakhi et al. (2008), relataram
a utilizagdo desse par de iniciadores em trabalhos
de caracterizagdo molecular e fenotipica de novas
espécies de Phaeoacremonium isoladas de videiras
com esca na ltalia. Da mesma forma, Ferreira et al.
(2017), utilizaram os iniciadores para estudos filoge-
néticos em fungos causadores da doencga de Petri
no estado de Sao Paulo.

Para os trabalhos envolvendo a sequéncia par-
cial de B-tubulina, as temperaturas de pareamento
calculadas para os iniciadores utilizados basearam-
-se nas informacdes da Tm dos iniciadores forne-
cidas pela fabricante, respectivamente de 58,7 °C e 70,3 °C

600 pb ——s
500 pb ==

Figura 1. Gel de agarose apresentando produtos de

PCR da regido ITS1/2 dos isolados de P. chlamydospora.

Ordem no gel: Marcador de peso molecular - 100 pb (1);
Controle negativo (2); TD181 (Pch) (3); TD538 (Pch) (4);
TD336 (Pch) (5); TD537 (Pch) (6); TD462 (Npar) (7);
TD464 (Npar) (8); TD461 (Npar) (9); Pogo vazio (10).

600 pb
500 pb

Foto: Bruna Gabriele Loeser

Figura 2. Gel de agarose apresentando produtos de PCR
dos isolados de Phaeoacremonium spp. na regido ITS
1/2. Ordem no gel: Marcador de peso molecular - 100 pb
(1); Pocgo vazio (2); Controle negativo (3); BRM006263
(4); BRM006264 (5); BRM006265 (6).

para os iniciadores T1 e Bt2b. Conforme proce-
dimento anterior utilizou-se a mesma ferramenta
para estudo das temperaturas de pareamento, que
sugeriu as temperaturas de 54,9 °C para o inicia-
dor T1 e de 66,8 °C para o iniciador Bt2b. Assim,

Foto: Jéssica Tascheto Berlatto
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os ensaios na PCR foram executados para a regido
BTUB. Por fim, a temperatura de pareamento que
apresentou os melhores resultados para os isolados
de P. chlamydospora foi 61,6 °C permitindo ampli-
ficacdo dos fragmentos entre 600-700 pb (Figura
3). Para os isolados de Phaeoacremonium spp. a
temperatura de pareamento foi de 58,5 °C capaz de
amplificar fragmentos entre 700-800 pb (Figura 4).

A obtencao de fragmentos de DNA associados
ao fator de elongacédo EF-1a do DNA gendmico dos
isolados gauchos de P. chlamydospora utilizou dois
pares de iniciadores. Na abordagem inicial, EF-
1-728F/986R foram adotados da literatura para P.
chlamydospora, como por exemplo, Cobos e Martin
(2008) em estudo de caracterizagdao molecular de
P. chlamydospora isolada de videiras em Castela e
Le&o, na Espanha. Também, Urbez-Torres e Gubler
(2011) descreveram o uso desse par de iniciadores
em estudo sobre doengas do tronco da videira na
Columbia Britanica, Canada4, relatando a incidéncia
e caracterizagao dos patégenos fungicos associa-
dos a doenca de esca e Petri. Apos os ajustes, as
temperaturas de pareamento recomendadas foram
61,5 °C para EF1-728F, e 57,2 °C para EF1-986R.
De acordo com a simulagdo em bioinformatica, as
temperaturas indicadas foram de 57,6 °C para EF-
1-728F e 53,5 °C para EF1-986R. Apos os ajustes
nas condicdes da PCR, a temperatura de parea-
mento foi de 55,7 °C para os isolados de P. chlamy-
dospora estudados.

De fato, os produtos de PCR obtidos com esse
par de iniciadores possuiam 200-300 pb (Figura 5) e
as sequéncias desses amplicons foram amplamente
encontradas na base de dados do GenBank. Entre-
tanto, o tamanho relativamente reduzido do frag-
mento obtido com os iniciadores EF1-728F/986R na
reagdo nao permitiu a geragcado de padrdes de frag-
mentacao por PCR-RFLP capazes de discriminar P.
chlamydospora.

Desta forma, outro iniciador reverso foi testado,
o EF1-1567R, em mistura com o mesmo iniciador
direto do ensaio anterior. Nas novas tentativas fei-
tas com o segundo par de iniciadores, foram obtidos
produtos de PCR com tamanhos entre 800-900 pb
para P. chlamydospora e Phaeoacremonium spp.
(Figuras 6 e 7). Esses amplicons, quando utilizados
nas reagcdes de PCR-RFLP, foram capazes de ge-
rar padroes de fragmentacgao caracteristicos para P.
chlamydospora e Phaeoacremonium spp. na regiao
estudada. A amplificacdo do DNA de P. chlamydos-
pora e Phaeoacremonium spp. com os iniciadores
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700 pb — 8
600 pb ™

Figura 3. Gel de agarose apresentando produtos de PCR
da regido B-tubulina para isolados de P. chlamydospora.
Ordem no gel: Marcador de peso molecular - 100 pb (1);
Controle negativo (2); TD340 (3); TD455 (4); Pogo vazio
(5); TD624 (6); TD654 (7); TD706 (8).

800 pb ——
700 pb —*

Foto: Fabio Rossi Cavalcanti

Figura 4. Gel de agarose apresentando produtos de PCR
da regido B-tubulina para isolados de Phaeoacremonium
spp. Ordem no gel: Marcador de peso molecular - 100 pb
(1); Pogo vazio (2); Controle negativo (3); BRM006263
(4); BRM006264 (5); BRM006265m (6).

EF1-728F/1567R ainda ndo havia sido descrita.
Também néo ha registros de sequéncias de nucleo-
tideos dessa regidao do DNA de P. chlamydospora e
Phaeoacremonium spp. depositadas no Genbank.
Os produtos de PCR da segunda combinagéo
de iniciadores para EF-1a (EF1- 728F/1567R) fo-
ram adotados para os trabalhos envolvendo PCR-
-RFLP e os estudos filogenéticos dos isolados de

Foto: Fabio Rossi Cavalcanti
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300 pb ——s
200 pb —*

Figura 5. Gel de agarose apresentando produtos de
PCR de isolados de P. chlamydospora na regido Fator

de Elongagéo com os iniciadores EF1- 728F/EF1- 986R.

Ordem no gel: Marcador de peso molecular - 100pb (1);
Poco vazio (2); Controle negativo (3); TD463 (4); TD457
(5); TD639 (6); TD635 (7); TD642 (6).

P. chlamydospora e Phaeoacremonium spp. pelo
fato de os fragmentos serem mais informativos.
As temperaturas de pareamento, determinadas a
partir da informacdo de Tm dos iniciadores forneci-
das pelo fabricante, foram 61,5 °C para EF1-728F e
53,7 °C para EF1-1567R. De acordo com a estimati-
va de temperatura de pareamento, as temperaturas
sugeridas foram 57,6 °C e 56 °C para os iniciado-
res, respectivamente. Assim, apos ajustes na PCR,
constatou-se que a temperatura de pareamento
para os isolados de P. chlamydospora e Phaeoa-
cremonium spp. foi 55,7°C para EF1-728F/1567R,
resultando na amplificagdo de fragmentos entre
800-900 pb (Figuras 6 e 7).

Sequenciamento das regides ITS1/2, B-tubulina
e EF-1a

Analisando os produtos de PCR, as amostras
que nao apresentavam amplificagbes inespeci-
ficas, ou seja, as que apresentavam apenas um
amplicon evidente e na regido esperada na ele-
troforese, foram selecionados para preparo e se-
quenciamento de DNA. Foram sequenciados 26
isolados de P. chlamydospora com os iniciadores
ITS1/4, 20 com os iniciadores T1/Bt2b, 16 com os
iniciadores EF1-728F/986R e 19 com os iniciadores
EF1-728F/1567R. Com relacdo ao Phaeoacremo-
nium spp. os trés isolados da CMIA, foram carac-
terizados nas trés regides estudadas do DNA do
microrganismo. Na consulta ao Genbank empregan-
do a ferramenta BLASTN, todas as sequéncias das

Foto: Jéssica Tascheto Berlatto
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Figura 6. Gel de agarose apresentando produtos de
PCR de isolados de P. chlamydospora na regido Fator
de Elongacgéo com os iniciadores EF1- 728F/EF1- 1567R.
Ordem no gel: Marcador de peso molecular - 100 pb (1);
Controle negativo (2); TD157 (3); TD537 (4); TD463 (5);
TD642 (6).

900 pb

800 pb ——>

Figura 7. Gel de agarose apresentando produtos de PCR
de isolados de Phaeoacremonium spp. na regiao Fator
de Elongagéo com os iniciadores EF1- 728F/EF1- 1567R.
Ordem no gel: Marcador de peso molecular - 100 pb (1);
Pocgo vazio (2); Controle negativo (3); BRM 006263 (4);
BRM 006264 (5); BRM 006265 (6).

regides ITS e BTUB dos isolados de P. chlamydos-
pora apresentaram cobertura superior a 80% e uma
identidade igual ou maior que 98%, quando compa-
radas as sequéncias de P. chlamydospora deposi-
tadas. Confirmacdes similares foram conseguidas
com as sequéncias de EF-1a entre 200 e 300 pb,
obtidas de amplificacbes com o par de iniciadores
EF1-728F/986R. No entanto, considerando o ampli-
con maior de EF-1a, entre 800—-900 pb, obtido por

Foto: Bruna Gabriele Loeser

Foto: Jéssica Tascheto Berlatto
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amplificag6es usando o par EF1-728F/1567R, quan-
do tais sequéncias foram submetidas ao BLASTN,
foram obtidas sequéncias de outros microrganis-
mos, principalmente dos géneros Exophiala, Fonse-
caea e Beauveria. Essas sequéncias apresentaram
valores de cobertura em torno de 80% e identidade
de 90%. Este fato pode ser atribuido a auséncia de
sequéncias da regido contida entre os iniciadores
EF1-728F/1567R no DNA de P. chlamydospora.

Ao analisar as sequéncias de Phaeoacremonium
spp. com o BLASTN, todas as sequéncias submeti-
das da regido ITS e BTUB apresentaram cobertura
superior a 98% e identidade igual a 100%, quando
comparado as sequéncias de Phaeoacremonium
spp. das bases de dados do GenBank. Quando
as sequéncias dos isolados de Phaeoacremonium
spp. daregido EF-1a foram analisadas por BLASTN
constatou-se a comparagao dessas sequéncias a Tog-
ninia minima, teleomorfo de Phaeoacremonium ale-
ophilum, isolada em Sao Paulo por Ferreira et al.
(2017) (cobertura de 81% e identidade maior ou igual
a 99%). Também retornou sequéncia de Phaeoacre-
monium minimum, no entanto apresentando cober-
tura de 44% e uma identidade de 99%. Fato que
pode ser atribuido a utilizagdo de iniciadores proxi-
mos ao par EF1-728F/1567R, gerando sequéncias
semelhantes.

O presente estudo trouxe informacdes novas
a respeito da regido EF-1a de P. chlamydospora e
Phaeoacremonium spp. devido a adogéo do par de
iniciadores EF1-728F/1567R. Vinte e quatro isolados
de P. chlamydospora e trés de Phaeoacremonium
spp. obtidos de plantas de videira com podridao de
tronco, recolhidas em vinhedos comerciais de mu-
nicipios gauchos, tiveram suas sequéncias 1TS1/2
depositadas no GenBank (NCBI), e seus respectivos
numeros de acesso encontram-se na Tabela 1.

PCR-RFLP das regides ITS1/2, B-tubulina e Fator
de Elongagao

Foram realizados ensaios de PCR-RFLP (CAPS)
para levantamento de informagdes sobre restricao
dos produtos de PCR das trés regides estudadas
(ITS1/2, B-tubulina e Fator de Elongagéao). Essas in-
formagdes podem auxiliar a identificagdo molecular
de P. chlamydospora e Phaeoacremonium spp. Para
isso, os produtos de PCR das regides supracitadas
foram submetidos a restricdo enzimatica utilizando
as endonucleases Haelll e Cfol. Esteve-Zarzoso
et al. (1999) utilizaram essas enzimas para analisar
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o polimorfismo da regido ITS (utilizando iniciadores
ITS 1/4) de diferentes espécies de leveduras, obten-
do resultados satisfatorios.

Trabalhos envolvendo a digestdo de produtos
de amplificacdo de DNA de Phaeoacremonium com
a enzima de restricdo Cfol foram relatados na litera-
tura. Dupont et al. (2000) realizaram a identificacao
de Phaeoacremonium por PCR-RFLP do ITS com a
enzima de restricao Cfol, na Franga. Aroca e Raposo
(2007) conseguiram distinguir espécies de Phaeoa-
cremonium, isoladas em viveiros da Espanha, com a
digestao da amplificagdo da regido ITS com enzima
Cfol, obtendo a distingdo de Phaeoacremonium ve-
nezuelense pela presenca de um fragmento de 296
pb; Phaeoacremonium inflatipes por fragmento de
241 pb; Phaeoacremonium mortoniae mostrou frag-
mento de 192 pb e Phaeoacremonium krajdenii com
fragmento de 297 pb; Phaeoacremonium angustius
e Phaeoacremonium viticola ndao foram distinguiveis
pela digestdo do amplicon com a enzima. Da mesma
forma, Aroca e Raposo (2007) obtiveram um padrao
de bandas com a digestao da enzima Cfol, o que per-
mitiu a diferenciacao das espécies de Phaeoacremo-
nium, exceto P. angustius e P. viticola, na Espanha.

Com as sequéncias das trés regides estudadas
(ITS, BTUB, EF-1a), foi possivel executar simula-
¢oes in silico para a clivagem dos produtos de PCR
selecionados, com a utilizagdo de um programa de
simulacéo de clivagem de sitios de restricdo em
sequencias de DNA. Com o emprego da enzima
Haelll em amplicons de Phaeoacremonium spp., as
sequéncias da regido ITS apresentaram pequena
diferenca com relagéo a distancia entre os sitios de
clivagem abaixo do 100 pb. Mesmo caso ocorreu
entre os isolados TD487 e TD457 na regido BTUB
digeridos com a enzima Cfol, as bandas entre 200
e 300 pb apresentaram diferenga com relacao a dis-
tancia entre os sitios de clivagem. A regido EF-1a
nao apresentou diferenga entre os isolados.

Para Phaeoacremonium spp., na regiao EF-1a
houve diferenca no isolado BRM006263 com o uso
da enzima Haelll, com o reconhecimento de apenas
dois sitios de clivagem entre 100 e 200 pb. O con-
trario ocorreu com as demais sequéncias, com o re-
conhecimento de trés sitios de clivagem entre 100
e 200 pb. Nesta regido também ocorreu diferenca
com o mesmo isolado utilizando a enzima Cfol, sen-
do que nao houve o reconhecimento de sitios de
clivagem entre 200 e 300 pb, e sim dois sitios de cli-
vagem entre a regido 100 e 200 pb. Para os demais
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isolados um sitio de clivagem foi reconhecido entre
200-300 pb e outro entre 100-200 pb. As demais
regides (ITS e BTUB) ndo apresentaram diferenca
entre os isolados (Figuras 8, 9, 10 e 11).

Analisando os dados obtidos na simulagéo in
silico, foi possivel prever os resultados da analise
de PCR-RFLP e averiguar se as reagdes ocorreram
conforme o esperado. Nas figuras 8, 9, 10 e 11 es-
tao apresentados os resultados do ensaio in vitro de
RFLP com os produtos de PCR das trés regides do
DNA, com as duas enzimas de restri¢gao utilizadas.

Utilizando uma ferramenta de analise de ima-
gens obtidas a partir de técnicas como eletrofore-
se em gel foi possivel estimar valores (em pares de
base) dos padrdes de fragmentagdo dos produtos
de PCR de P. chlamydospora gerados pela clivagem
enzimatica com as enzimas Haelll e Cfol.

E perceptivel o baixo polimorfismo apresenta-
do pelos isolados TD157 e TD537, amplificados na
regido EF-1a, quando submetidos a clivagem enzi-
matica com a enzima Haelll (Figura 8). No perfil de
fragmentagéo o isolado TD157 apresenta trés frag-
mentos: um entre a regido de 300—400 pb; um na
regido de 200-300 pb e uma abaixo de 100 pb, o
mesmo perfil apresentado pelo isolado TD537. Com
a clivagem da enzima Cfol (Figura 9) nas sequén-
cias da mesma regiao (EF-1a) é perceptivel uma
banda adicional, entre 900-1000 pb, no isolado
TD537 quando comparado ao isolado TD157, ban-
da do préprio amplicon que nao foi digerida.

Com relacédo a P. chlamydospora, os resulta-
dos do RFLP (Figura 9) com a enzima Cfol para
as regides ITS e BTUB quando comparados as
simulagdes in silico apresentaram resultados co-
erentes. Apenas o isolado TD537, amplificado
na regido EF-1a, apresentou uma banda adicio-
nal quando comprado com o resultado esperado
para Cfol. Os resultados do RFLP com a enzima
Haelll (Figura 8) para as regides ITS e BTUB es-
tdo coerentes com os resultados da simulagao in
silico. Os resultados de fragmentacao estao resu-
midos na Tabela 6.

Utilizando o software de anadlise de geis foi
possivel estimar os padrées de fragmentacdo de
Phaeoacremonium spp. gerados pela clivagem en-
zimatica com a enzima Haelll e Cfol (Tabela 7).

Os produtos da amplificagéo da regido ITS dos
isolados BRM006263, BRM006264 e BRM006265
apresentaram polimorfismo quando submetidas a
clivagem enzimética com a enzima Haelll (Figura 10).

Figura 8. Perfil de restricho com a enzima Haelll do
produto da amplificagéo das regides ITS, BTUB e EF-1a
de isolados de P. chlamydospora. Ordem do gel: Marcador
de peso molecular (1); Pogo Vazio (2); TD157 (ITS) (3);
TD 457 (ITS) (4); Pogo Vazio (5); TD487 (BTUB) (6);
TD457 (BTUB) (7); Pogo Vazio (8); TD157 (EF-1a) (9);
TD537 (EF-1a) (10).

Figura 9. Perfil de restricdo com a enzima Cfol do produto
da amplificacdo das regides ITS, BTUB e EF-1a de
isolados de P. chlamydospora. Ordem no gel: Marcador
de peso molecular (1); Pogo Vazio (2); TD157 (ITS) (3);
TD 457 (ITS) (4); Pogo Vazio (5); TD487 (BTUB) (6);
TD457 (BTUB) (7); Pogo Vazio (8); TD157 (EF-1a) (9);
TD537 (EF-1a) (10).

O perfil de fragmentagdo do amplicon do isolado
BRMO006263 apresentou quatro fragmentos: na re-
gido entre 200-300 pb; na regido entre 100200 pb e
dois abaixo de 100 pb. O isolado BRM006264 mos-
trou seis fragmentos, um em cada regido: 600—
700 pb; 300—400 pb; 20—-300 pb; 100-200 pb e dois
abaixo de 100 pb. E o isolado BRM006265 apresen-
tou cinco fragmentos, um em cada regiao 300—400
pb; 200-300 pb; 100-200 pb e dois abaixo de 100 pb.
Isso fundamenta a identificagdo dos microrganismos,
uma vez que o isolado BRM006264 foi caracteriza-
do como Phaeoacremonium angustius, e os demais

Foto: Jéssica Tascheto Berlatto

Foto: Jéssica Tascheto Berlatto
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Tabela 6. Padrdes de fragmentos gerados pela clivagem enzimatica (Haelll e Cfol) de isolados de P. chlamydospora,
estimados com auxilio de ferramenta para analise de géis de agarose.

. ITS 1/4 (pb)
Isolado Localidade
Haelll Cfol
TD 157 Pinto Bandeira, RS 291; 80; 52 360; 286
TD 457 Vacaria, RS 294; 81; 52 360; 286
T1/Bt2b (pb)
Haelll Cfol
TD 487 Campestre da Serra, RS 336; 172; 137 300; 260; 152
TD 457 Vacaria, RS 332; 170; 135 304; 263; 154
EF1-728F/1567R (pb)
Haelll Cfol
TD 157 Pinto Bandeira, RS 320; 252; 79 661; 347
TD 537 Caldas, MG 313; 246; 77 963; 653; 347

como Phaeoacremonium spp. Assim como P. chlamy-
dospora, os trés isolados de Phaeoacremonium pa-
recem possuir diferentes locais de origem (Tabela 7).
Tal resultado difere do previsto (in silico), ficando esta
observagéao carente de estudos adicionais.

Analogamente, os amplicons da regido EF-1a
de trés Phaeoacremonium apresentaram polimorfis-
mo submetidos a clivagem com a enzima Cfol (Fi-
gura 11).

Para o isolado BRM006263, quatro fragmentos
foram gerados, um em cada regido entre: 400-500
pb; 300—400 pb; 100-200 pb e um abaixo de 100
pb. E para os isolados BRM006264 e BRM006265
foram gerados seis fragmentos, um em cada re-
gidao entre 700-800 pb; 500-600 pb; 400-500
pb; 300—400 pb; 100-200 pb e um abaixo de 100
pb. Tal resultado pode ser atribuido ao tempo de

incubagdo, uma vez que o amplicon ndo conseguiu
fragmentar-se totalmente com o tempo utilizado.

Analisando os quatro géis com os fragmentos
gerados (nas trés regides estudadas) pela digestao
com as duas enzimas de restrigdo, apesar do baixo
polimorfismo apresentado por alguns isolados, foi
possivel evidenciar que na maioria das reacgdes o
padréo de fragmentacao se manteve entre os isola-
dos. As diferengas observadas foram principalmente
entre as enzimas e entre as regides estudadas. Isto
sugere que as sequéncias dos isolados possuem
baixa variabilidade (Figuras 10 e 11).

Estudos Filogenéticos

No alinhamento da regido 1TS1/2, realizado no
programa GeneDOC 2.7, foi possivel observar bai-
xa variabilidade entre os isolados considerando-se

Tabela 7. Padroes de fragmentos gerados pela clivagem enzimatica (Haelll e Cfol) de isolados de Phaeoacremonium
spp., estimados com auxilio de ferramenta para analise de géis de agarose.

ITS 1/4

Isolado Localidade (pb)

Haelll Cfol
BRM 220; 151; 323; 179;
006263 FloresdaCunha, RS g 43 121,75 48
BRM 637; 364; 318; 180;
006264 Sio Marcos, RS 218; 150; 123; 77;

84; 48 48
BRM 360; 215; 324; 182;
006265 Igrejinha, RS 148; 83; 124; 77;

48 49

BTUB T1/Bt2b EF1-728F/1567R
(pb) (pb)

Haelll Cfol Haelll Cfol
385; 323; 752; 648; 271; 208; . .
171; 122; 511; 133; 99; 78; 418;237722

48 107; 55 60 ’
385; 316; 752; 654; 265; 206; 737; 576;
165; 120; 516; 134; 99; 78; 472; 365;

48 109; 55 60 180; 71
380; 312; 759; 661; 265; 206; 715; 565;
164; 119; 521; 137; 99; 78; 463; 357;

48 110; 57 60 179; 70
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Figura 10. Perfil de digestdo com a enzima Haelll do
produto da amplificacdo das regides ITS, BTUB e EF-
1a dos isolados de Phaeoacremonium spp. Ordem no
gel: Marcador de peso molecular (1); Pogo Vazio (2);
BRMO006263 (ITS) (3); BRM006264 (ITS) (4); BRM006265
(ITS) (5); Pogo Vazio (6); BRM006263 (BTUB) (7);
BRM006264 (BTUB) (8); BRM006265 (BTUB) (9); Pogo
Vazio (10); BRM006263 (EF-1a) (11); BRM006264 (EF-
1a) (12) e BRM006265 (EF-1a) (13).

1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 11. Perfil de digestdo com a enzima Cfol utilizando
do produto da amplificacdo das regides ITS, BTUB e EF-
1a dos isolados de Phaeoacremonium spp. Ordem no
gel: Marcador de peso molecular (1); Pogo Vazio (2);
BRMO006263 (ITS) (3); BRM006264 (ITS) (4); BRM006265
(ITS) (5); Pogo Vazio (6); BRM006263 (BTUB) (7);
BRMO006264 (BTUB) (8); BRM006265 (BTUB) (9); Pogo
Vazio (10); BRM006263 (EF-1a) (11); BRM006264 (EF-
1a) (12); BRM006265 (EF-1a) (13).

todas as regides genémicas para P. chlamydospora
e Phaeoacremonium spp. Tal conclusédo esta emba-
sada nos resultados obtidos por PCR-RFLP, os quais
apresentaram baixo polimorfismo intraespecifico.
Foram alinhadas 26 sequéncias da regiao ITS dos
isolados de P. chlamydospora e trés sequéncias dos
isolados de Phaeoacremonium spp. estudados. Adi-
cionalmente os isolados de P. chlamydospora foram
alinhados com 29 isolados da mesma espécie prove-
nientes de outros paises e regides (Espanha, Franga,

Foto: Jéssica Tascheto Berlatto

Foto: Jéssica Tascheto Berlatto
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Portugal, Estados Unidos, Chile, Africa do Sul, Tur-
quia, Nova Zelandia e Sao Paulo (Brasil)). Também,
os isolados estudados de Phaeoacremonium spp.
foram alinhados com 32 isolados de diferentes espé-
cies de Phaeoacremonium (P. minimum (9 isolados),
P. angustius (2), P. aleophilum (3), P. tuscanicum (1),
P. mortoniae (1), P. iranianum (4), P roseum (1), P aus-
troafricanum (1), P. hungaricum (1), P. chlamydospo-
rum (3), P. pseudopanaci (1), P. novae-zealandiae (1)
e Phaeoacremonium spp. (2), incluindo dois isolados
de Togninia minima, teleomorfo de Phaeoacremo-
nium aleophilum) provenientes de diferentes regides
viticolas (Espanha, Canada, Estados Unidos, China,
Grécia, Africa do Sul, Australia, Ira, Italia, Japao, Nova
Zelandia, Hungria e Sao Paulo (Brasil)).

A Figura 12 apresenta a arvore filogenética
construida para a regido ITS dos isolados estuda-
dos de P. chlamydospora e Phaeoacremonium spp.,
para a qual foi utilizado o método UPGMA, com
modelo de distancia entre nucleotideos p-distance.
O teste de bootstrap utilizou 1.500 repeticdes para
testar a confiabilidade da filogenia, e delegao parcial
de 80%. As figuras 13 e 14 mostram as arvores filo-
genéticas geradas para aregiao ITS dos isolados de
P. chlamydospora e de Phaeoacremonium spp., res-
pectivamente, com isolados de diferentes locais de
origem, respectivamente. Foram construidas pelo
método UPGMA (Pch) e NJ (Pm.) com as mesmas
configuracoes.

A analise da arvore filogenética da regidao ITS
apenas com os isolados estudados (Figura 12) mos-
tra que os trés isolados de Phaeoacremonium spp.
foram distintos das sequéncias de P. chlamydos-
pora em um clado suportado por bootstrap de 100.
As sequéncias dos isolados de Phaeoacremonium
spp. ndo apresentaram diferenca entre si. A arvo-
re filogenética da regido ITS com as sequéncias
de P. chlamydospora obtidas neste trabalho e com
sequéncias deste microrganismo de outras regides
viticolas do mundo (Figura 13), apresenta a forma-
¢ao de trés grupos distintos: IBVD04 de S&o Paulo;
TD541 de Monte Belo; TD624 de Bento Gongalves.

Outro grupo se apresenta com o restante dos
isolados, mas sustentando com bootstrap muito bai-
xo. A arvore filogenética da regido ITS gerada com
as sequéncias de Phaeoacremonium spp. obtidas
neste trabalho e sequéncias de outras regides do
mundo (Figura 14), apresenta a formagao de trés
grupos: um primeiro grupo, onde os trés isolados
desse estudo se encaixaram, desdobrado de um
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TD15b Phasomoniella.chlamydospora-Farroupilha-RS
TD563 Phaeomoniella.chlamydospora-BentoGoncalves-RS
g TD114 Phaeomoniella.chlamydospora-Farroupilha-RS
TD537 Phaeomoniella.chlamydospora-Caldas-MG

TD157 Phaeomoniella.chlamydospora-PintoBandeira-RS
TDE8 Phasomoniella.chlamydospora-Farroupilha-RS
TD457 Phaeomoniella chlamydospora-Vacaria-RS

TD463 Phaeomoniella.chlamydospora-Farroupilha-RS
TD70 Phaeomoniella.chlamydospora-Farroupilha-RS
TD642 Phaeomoniella.chlamydospora-SantanaDoLiviamento-RS
TD538 Phaeomoniella.chlamydospora-Caldas-MG

TD336 Phasomoniella.chlamydospora-PintoBandeira-RS
TD654 Phaeomoniella chlamydospora-Vacaria-RS

48| TD487 Phaeomoniella. chlamydospora-CampestreDaSerra-RS
TD635 Phaeomaoniella.chlamydospora-SantanaDoLiviamento-RS
TD706 Phaeomoniella.chlamydospora-Veranopolis-RS

TD458 Phaeomoniella.chlamydospora-PintoBandeira-RS

TD340 Phasomoniella.chlamydospora-PintoBandeira-RS

“ TD15 Phaeomoniella_chlamydospora-PintoBandeira-RS

TD639 Phaeomoniella.chlamydospora-SantanaDolLiviamento-RS
L TD456 Phaeomoniella.chlamydospora-Caldas-MG

53|~ TD455 Phaeomoniella.chlamydospora-MonteBelodoSul-RS

L TD624 Phaeomoniella.chlamydospora-BentoGoncalves-RS

— TD571 Phasomoniella_chlamydospora-FloresDaCunha-RS
L— TD636 Phaeomoniella.chlamydospora-SantanaDolLiviamento-RS
TD541 Phaeomoniella.chlamydospora-MonteBeloDoSul-RS

‘ BRM006263 Phaeoacremonium.sp.-FloresDaCunha-RS
BRM006265 Phaeoacremonium.sp.-lgrejinha-RS
‘ BRM006264 Phasoacremonium.angustius-SaoMarcos-RS

01400 1200 100 1 080 0 06000400 020 0000

Figura 12. Arvore filogenética baseada nas sequéncias
da regido ITS 1/2. A analise envolveu 29 sequéncias de
nucleotideos dos isolados estudados. A historia evoluti-
va foi inferida pelo método UPGMA, baseada no modelo
p-distance. O teste de bootstrap utilizou 1500 replicagdes.
As distancias evolutivas estdo no numero de diferencas
de bases por sitio. Todas as posi¢cdes com menos de 80%
de cobertura foram eliminadas, sendo permitidos 20% de
alinhamento de gaps, dados faltantes ou bases ambiguas
em qualquer posigao. Os valores de bootstrap indicados
nos desdobramentos estdo em porcentagem. O conjunto
de dados final contou com 523 posicoes.

segundo grupo em um clado. Desse clado se des-
dobrou um terceiro grupo (Figura 14). Os resultados
obtidos nas trés arvores filogenéticas parecem mos-
trar que o local de origem dos isolados nao é fator
determinante para as diferencas apresentadas. No
entanto, nada se pode concluir com sequéncias de
baixo polimorfismo.

Para a regiao da B-tubulina foram alinhadas 20
sequéncias dos isolados de P. chlamydospora e trés
sequéncias dos isolados de Phaeoacremonium spp.
obtidas neste trabalho. Adicionalmente os isolados
de P. chlamydospora foram alinhados com 19 iso-
lados da mesma espécie provenientes de outras
regides viticolas do mundo (Canada, Espanha, Afri-
ca do Sul, Chile, Ira, Turquia e S&o Paulo (Brasil)).
Igualmente, os isolados de Phaeoacremonium spp.
foram alinhados com 21 isolados de diferentes es-
pécies de Phaeoacremonium [Phaeoacremonium
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Y86-10-1 Phasomoniella.chlamydespora-Espanha-EU018413.1
TD463 Pl chlamydosp pilha-RS

TD114 P chlamydosp RS

Pch2 Phasomoniella.chlamydospora-Espanha-EU851102.1

Pch1 Phasomoniella.chlamydospora-Espanha-EU851101.1

Pc5 Phaeomoniella.chlamydospora-Portugal-KP886354 1
STE-U3066 Phacomoniella_chlamydospora-AfricadoSul-AF197986.1
Pc56 Phaeomoniella chlamydospora-Portugal-KP887004 1
HMUC-Pach-55P Phaeomoniella.chlamydospora-Chile-JF968608.1
Pc64 Phaeomoniella_chlamydospora-Portugal-KP887012 1

TD15b Phaeomeniella.chlamydospora-Famroupilha-RS
TR-NEVSEHIR Phaeomoniella.chlamydospora-Turquia-MF661912.1
¥112-42-3 Phaeomoniella.chlamydospora-Espanha-EU018415.1
TD563 Phaeomoniella.chlamydospora-BentoGoncalves-RS

AL12 Phaeomoniella.chlamydospora-Franca-FJ530943.1

TD457 Pl chlamydosp R

PCH1 Phaeomeniella.chlamydospora-EUA-KR309193.1
TR-KONYA Phaeomoniella.chlamydospora-Turquia-MFE66578.1
UCD2557AR Phaeomoniella.chlamydospora-EUA-HQ288242 1

TD642 Phaeomoniella.chlamydospora-SantanaDoLiviamento-RS

-

~

TD157 Phaeomoniella.chlamydospora-PintoBandeira-RS

o
&

TD70 Phaeomaniella.chlamydospora-Farroupilha-RS

o

TD68 Phagomaniella.chlamydospora-Farroupilha-RS

TD537 Phaeomoniella.chlamydospora-Caldas-MG

UCD2557AR Phaeomoniella chlamydospora-EUA-HQ286243 1
TD336 Phaeomeniella.chlamydospora-PintoBandeira-RS
CBS5229.95 Phaeomoniella.chlamydospora-AfricadoSul-AF197973.1
TD340 Phaeomeniella.chlamydospora-PintoBandeira-RS
MBAIi20AG Phaeomoniella.chlamydospora-Turquia-KP083212.1
TD15 Phaeomaniella.chlamydospora-PintoBandeira-RS

ICMP 17117 Phaeomoniella.chlamydespora-MovaZel ndia-HM116754.1
Pach-25 Phasomoniella.chlamydospora-Chile-JQ822224 1

AQO04 Phaeomoniella.chlamydospora-Franca-FJ530942 1

TD654 Pt lla.chlamydospora-V: RS

TD487 Phaeomoniella.chlamydospora-CampestreDaSerra-RS
LCP873550 Phaeomaoniella.chlamydospora-Franca-AF017652.1
STEU7538 Phasomoniella.chlamydospora-AfricadoSul-KU244284 1
Pc38 Phaeomoniella chlamydospora-Portugal-KP886386.1

e

)

TD639 Phacomoniella chlamydospora-SantanaDoLiviamento-RS
UCD2548MO Phaeomoniella chlamydospora-EUA-HQ286241.1
HMUC-Pach-03P Phaeomoniella.chlamydospora-Chile-JF968607 1
CBS117179 Phaeomoniella.chlamydospora-AfricadoSul-KF764544.1
MBAI169AG Phaeomaniella.chlamydospora-Turquia-KP083215.1

=

TD635 PY lla.chlamydosp tanaDoLiviamento-RS
|- TD456 P chlamydospora-Caldas-MG
TD458 P chlamydospora-PintoBandeira-RS
2§LTD7UE P chlamydosp polis-R
D538 P chlamydosp Idas-M

B Pach-394 Phasomoniella chlamydospara-Chile-JQ822208 1
5 |- TD455 Phasomoniella.chlamydospora-MonteBelodoSul-RS

@

o |- TD636 Phaeomoniella.chlamydospora-SantanaDoliviamento-RS

.
|’ L_TD571 Phaeomaniella.chlamydospora-FloresDaCunha-RS

L_TD624 Pt lla.chlamydospora-BentoGoncalves-RS
TD541 Phaeomoniella chlamydospora-MonteBeloDoSul-RS
IBVD04 Phacomaniella.chlamydospora-SaoPaulo-KP213121

0150 0100 0050 0.000

Figura 13. Arvore filogenética baseada nas sequéncias
da regido ITS 1/2 dos isolados de P. chlamydospora
comparados com outras sequéncias encontradas no
GenBank (do NCBI). A andlise envolveu 55 sequéncias
de nucleotideos. Foi utilizado método UPGMA, baseado
no modelo p-distance para inferir a histéria evolutiva dos
isolados. O teste de bootstrap utilizou 1.500 replicagdes.
As distancias evolutivas estdo nos niumeros de diferengas
de bases por sitio (barra). Todas as posicbes com menos
de 80% de cobertura foram eliminadas, sendo permitidos
20% de alinhamento de gaps, dados faltantes ou bases
ambiguas em qualquer posi¢ao. Os valores de bootstrap
indicados nos desdobramentos estdo em porcentagem.
O conjunto de dados final contou com 499 posigoes.
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53L DAOMZ242365 Phaeoacremonium.roseum-Canada-MR 132065.1
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Figura 14. Arvore filogenética baseada nas sequéncias da regido ITS 1/2 dos isolados de Phaeoacremonium spp.
comparados com outras sequéncias encontradas no GenBank (do NCBI). A analise envolveu 35 sequéncias de
nucleotideos. A histéria evolutiva foi inferida pelo método Neighbor-Joining, baseada no modelo p-distance. O teste de
bootstrap utilizou 1.500 replicagdes. As distancias evolutivas sédo dispostas nos numeros de diferengas de bases por sitio.
Todas as posi¢cdes com menos de 80% de cobertura foram eliminadas, sendo permitidos 20% de alinhamento de gaps,
dados faltantes ou bases ambiguas em qualquer posigédo. Os valores de bootstrap sao apresentados em porcentagem.

O conjunto de dados final contou com 536 posicdes.

minimum (15 isolados), Phaeoacremonium irania-
num (3), Phaeoacremonium aleophilum (1), incluin-
do dois isolados de Togninia minima, teleomorfo de
Phaeoacremonium aleophilum] de diversos locais
do mundo. Acessos Genbank estdo nas figuras que
apresentam os estudos filogenéticos.

A arvore filogenética construida para a regido
BTUB dos isolados de P. chlamydospora e Phaeo-
acremonium spp. abordados esta apresentada na
Figura 15. As figuras 16 e 17 mostram as arvores

filogenéticas geradas para a regidao BTUB dos isola-
dos de P. chlamydospora e Phaeoacremonium spp.
com sequéncias de diferentes locais.

As arvores da regido B-tubulina mostraram que
essa regido € mais informativa que a regido ITS,
por ser capaz de distinguir grupos entre os isola-
dos de P. chlamydospora e Phaeoacremonium spp.
que nao puderam ser diferenciados com o uso da
regido ITS (Figura 12). A arvore gerada com as
sequéncias dos isolados trabalhados (Figura 15)
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TD15 Phaeomoniella.chlamydospora-PintoBandeira-RS

TD537 Phaeomoniella.chlamydospora-Caldas-MG
TD563 Phaeomoniella.chlamydospora-BentoGon alves-RS
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TD336 Phaeomoniella.chalmydospora-PintoBandeira-RS
TD571 Phaeomoniella.chlamydospora-FloresDaCunha-RS
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BRM006265 Phaeoacremonium.sp.-Igrejinha-RS
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Figura 15. Arvore filogenética com base nas sequéncias da regido B-tubulina. A andlise envolveu 23 sequéncias de
nucleotideos dos isolados do estudo. A histéria evolutiva foi inferida pelo método UPGMA, baseada no modelo p-distance.
Foram utilizadas 1.500 repetigcbes de bootstrap. Os comprimentos dos ramos foram medidos pelo nimero de substituicdes
de nucleotideos por sitio. Todas as posicdes com menos de 80% de cobertura foram eliminadas, sendo permitidos 20% de
alinhamento de gaps, dados faltantes ou bases ambiguas em qualquer posigao. Os valores de bootstrap estao dispostos
em porcentagem. O conjunto de dados contou com 604 posi¢cdes. Com os desdobramentos foram formados 5 grupos (A-E)..

apresenta a formagdo de cinco grupos entre os
isolados de P. chlamydospora: grupo A; grupo B
(TD537; TD563; TD458; TD706; TD70), grupo C
(TD636; TD455; TD336; TD571); grupo D (TD457) e
grupo E (TD538). Entre os isolados de Phaeoacre-
monium spp. foi possivel a diferenciagao do isolado
BRMO006265, identificado com Phaeoacremonium
spp., em um clado.

A arvore da regido (BTUB) gerada com as sequén-
cias de P. chlamydospora estudadas e sequéncias
do mesmo microrganismo de outros locais viticolas
(Figura 16) apresenta a formagédo de seis grupos,
sendo cinco deles com um isolado cada: IBV01, de
Sao Paulo; MBA157AG e MBA13AG, da Turquia;
Pach-230 e Pach-525, do Chile, e um ultimo gru-
po no qual os demais isolados de P. chlamydospo-
ra deste estudo foram agrupados. Novamente, é

perceptivel a similaridade entre os isolados do Rio
Grande do Sul e os demais isolados do mundo.

Para as sequéncias da regido BTUB dos isola-
dos de Phaeoacremonium spp. estudados e de ou-
tros locais viticolas do mundo, a arvore filogenética
gerada (Figura 17) apresentou a formacao de quatro
grupos: grupo A, no qual os trés isolados do traba-
lho estdo agrupados e grande parte das sequéncias
sao de Phaeoacremonium minimum provenientes
de diferentes continentes; grupo B, isolados de Sao
Paulo (Brasil); grupo C, com isolados de Phaeoacre-
monium iranianum e grupo D, com os isolados da
Turquia.

Para regido do Fator de Elongagéo, com a utili-
zagao do par de iniciadores EF1-728F/EF1-1567R,
foi possivel alinhar 19 sequéncias dos isolados de
P. chlamydospora e trés sequéncias dos isolados de
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Figura 16. Arvore filogenética baseada nas sequéncias da regido B-tubulina dos isolados de P. chlamydospora do estudo
comparados com outras sequéncias encontradas no GenBank. A histéria evolutiva foi inferida pelo método Neighbor-
Joining, baseada no modelo p-distance. O teste de bootstrap utilizou 1.500 repeticdes. As distancias evolutivas estao
no numero de diferengas de bases por sitio. Todas as posicdes com menos de 80% de cobertura foram eliminadas,
sendo permitidos 20% de alinhamento de gaps, dados faltantes ou bases ambiguas em qualquer posigao. Os valores de
bootstrap indicados nos desdobramentos estdo em porcentagem. O conjunto de dados final contou com 374 posigdes.
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Figura 17. Arvore filogenética baseada nas sequéncias da regido B-tubulina dos isolados de Phaeoacremonium spp.
estudados, comparados com outras sequéncias encontradas no GenBank. A histéria evolutiva foi inferida pelo método
Neighbor-Joining baseada no modelo p-distance. O teste de bootstrap utilizou 1.500 repeticoes. As distancias evolutivas
no numero de diferencas de bases por sitio. Todas as posicbes com menos de 80% de cobertura foram eliminadas,
sendo permitidos 20% de alinhamento de gaps, dados faltantes ou bases ambiguas em qualquer posi¢do. Os valores de
bootstrap indicados nos desdobramentos estdo em porcentagem. O conjunto de dados final contou com 588 posicdes.

Com os desdobramentos foram formados quatro grupos (A-D). Asteriscos indicam linhagens estudadas.

Phaeoacremonium spp. (Figura 18). Adicionalmen-
te, 16 isolados de P. chlamydospora amplificados
com os iniciadores EF1-728F/EF1-986R, foram ali-
nhados com 10 sequéncias de isolados da mesma
especie provenientes de outras regides viticolas
(Canada, Espanha, Turquia e Sdo Paulo (Brasil))
(Figura 19). A analise da arvore filogenética realiza-
da com a regido do Fator de Elongacgéo dos isolados
trabalhados (Figura 18) exibe a diferenca entre os
trés isolados de Phaeoacremonium spp. € as sequ-
éncias de P. chlamydospora, em um clado supor-
tado por bootstrap de 100. Todos os isolados de P.
chlamydospora foram agrupados em um unico gru-
po, confirmando a similaridade entre as sequéncias.
No entanto, os isolados de Phaeoacremonium spp.
apresentaram diferenca. O isolado BRMO006263

mostrou-se distinto dos demais isolados, 0 que con-
firma o polimorfismo encontrado com a analise de
RFLP para essa regiao utilizando a enzima Cfol.

O estudo filogenético realizado com as sequén-
cias dos isolados de P. chlamydospora trabalhados
e com as sequéncias de isolados de outras regides
viticolas (Figura 19) apresenta a formagao de qua-
tro grupos: grupo A, onde todos os isolados de P.
chlamydospora foram agrupados; grupo B, com
isolados da Espanha, Sao Paulo (Brasil) e Canada;
grupo C, com dois isolados da Turquia e grupo D,
com os demais isolados provenientes da Turquia.
Tal resultado mostra a similaridade entre as sequén-
cias de P. chlamydospora do Rio Grande do Sul e a
distingao entre estas e as sequéncias provenientes
de outros locais viticolas. Com isso, percebe-se que
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Figura 18. Arvore filogenética baseadas nas sequéncias da regido do EF-1a. A andlise envolveu 22 sequéncias de
nucleotideos. A histéria evolutiva foi inferida pelo método Neighbor-Joining, baseada no modelo p-distance. O teste de
bootstrap utilizou 1.500 replicagdes. As distancias evolutivas sdo o nimero de diferengas de bases por sitio (barra).
Todas as posi¢gdes com menos de 80% de cobertura foram eliminadas, sendo permitidos 20% de alinhamento de gaps,
dados faltantes ou bases ambiguas em qualquer posi¢cao. Os valores de bootstrap sdo apresentados em porcentagem.
O conjunto de dados final contou com 636 posigoes.

a regido do Fator de Elongagao é a mais informativa
das trés regides estudadas.

Além das arvores geradas para cada regiao es-
tudada, uma arvore filogenética foi gerada com as
sequéncias das trés regides (ITS, BTUB e EF-1qa)
concatenadas (Figura 20). O método utilizado foi
Maxima Parciménia (MP), com algoritmo Subtree-
-Pruning-Regrafting (SPR). O teste de confiabilida-
de da filogenia foi baseado em bootstrap com dele-
¢ao parcial de gaps em 80%, replicadas 900 vezes.
Foram selecionados para esta analise os isolados
que continham as trés regides sequenciadas, no to-
tal, dezesseis sequéncias de P. chlamydospora e as
trés sequéncias de Phaeoacremonium spp.

A analise da arvore filogenética com os dados
concatenados (Figura 20) exibiu a diferenga entre
os isolados de P. chlamydospora e as sequéncias
de Phaeoacremonium spp. em um clado suportado
por bootstrap de 100. Também exibiu a formacgéo de

dois grupos entre os isolados de P. chlamydospora:
grupo A e grupo B, este ultimo composto pelos iso-
lados TD 538, proveniente de Caldas, MG e TD457,
de Vacaria, RS. Entre as sequéncias de Phaeoacre-
monium spp., o isolado BRM006265 se diferenciou
dos demais isolados, confirmando o resultado igual-
mente encontrado no estudo filogenético da regido
BTUB.

Otimizacdo da PCR para detecgdo especifica de
espécies fungicas

De acordo com Langrell (2002), a regido ITS
pode trazer informagdes de similaridade intraespe-
cifica e dificultar a diferenciacdo de fungos estreita-
mente relacionados que compartilhem um mesmo
hospedeiro. No entanto, a regi&o ITS do DNA ribos-
sOmico inclui ITS1, 5.8S e ITS2. Dentro dela, a 5.8S
€ geralmente mais conservada enquanto as regides
ITS1 e ITS2 sédo altamente variaveis. As variagdes



22 Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 28

TD340 Phasomaniella.chlamydospora-PintoBandeira-RS

TDG8 Phasomaoniella.chlamydospora-Farroupilha-RS

TD635 Phasomaniella.chlamydospora-SantanaDoLiviamento-RS
TD642 Phasomaniella.chlamydospora-SantanaDoLiviamento-RS
TD463 Phasomaniella.chlamydospora-Farroupilha-RS

TD457 Phagomoniella.chlamydospora-Vacaria-RS

| TD458 Phasomoniella.chlamydospora-PintoBandeira-RS

TD157 Phasomaniella.chlamydospora-PintoBandeira-RS

TD636 Phasomaniella.chlamydospora-SantanaDoLiviamento-RS
TD571 Phasomaniella.chlamydospora-FloresDaCunha-RS

5 TD537 Phacomoniella chlamydospora-Caldas-MG

TD15 Phaeomoniella chlamydos pora-PintoBandeira-RS

64 TD6E39 Phasomaoniella. chlamydospora-SantanaDoLivramento-RS

TD48T Phasomoniella chlamydospora-CampestreDaSerra-RS
TD336 Phasomoniella chlamydospora-PintoBandeira-RS

a3 TD538 Phaeomoniella.chlamydospora-Caldas-MG J
Y86-10-1 Phasomoniella.chlamydospora-Espanha-EU158821.1 7]
Y83-8-1 Phaeomoniella.chlamydospora-Espanha-EU158820.1
IBVD01 Phasomoniella chlamydospora-SaoPaulo-KP213113.1

64 | PARC143 Phaeomaniella.chlamydospora-Canada-KF764593.1
PARC13 Phaeomoniella.chlamydospora-Canada-KF764589.1
PARC124 Phaeomoniella.chlamydospora-Canada-KF 764592 1

4,7 MBAI13AG Phaeomaniella chlamydospora-Turquia-KPT21637.1 } C
B2 MBAI20AG Phaeomoniella chlamydospora-Turquia-KPT721638.1
MBAI156AG F’haeomoniella.chlamydaspora—Turquia—K:F'721639.1} D
BG MBAI169AG Phaeomoniella.chlamydospora-Turquia-KP721640.1
T om0

Figura 19. Arvore filogenética baseada nas sequéncias da regido do EF-1a dos isolados de P. chlamydospora comparados
com outras sequéncias encontradas no GenBank. Foi utilizado o método Neighbor-Joining, baseada no modelo p-distance,
para inferir a historia evolutiva. O teste de bootstrap utilizou 1.500 replicagbes. As distancias evolutivas sdo dispostas
nas unidades do numero de diferengas de bases por sitio. Todas as posigcbes com menos de 80% de cobertura foram
eliminadas, sendo permitidos 20% de alinhamento de gaps, dados faltantes ou bases ambiguas em qualquer posigcéo.
Os valores de bootstrap sao apresentados em porcentagem. O conjunto de dados final contou com 157 posi¢ées. Com os
desdobramentos foram formados 4 grupos (A-D).

encontradas na ITS1/2 podem permitir o desenho
de iniciadores para diferenciagao entre espécies
(Schoch et al., 2012). A especificidade dos iniciado-
res publicados para P. chlamydospora foi avaliada
com DNA micelial dos isolados de referéncia. Os ini-
ciadores utilizados foram: Pch1/Pch2 (Tegli et al.,
2000) e Pmo1/Pmo2 (Overton et al., 2004), ambos
desenhados a partir da regiao ITS1/2.

Inicialmente, para os iniciadores Pch1/2, consi-
derou-se a temperatura de pareamento de 56 °C para
Pch1 e 57,3 °C para Pch2, baseado na informacgéao
de Tm dos iniciadores fornecida pela empresa da
sintese. Para definicdo das temperaturas de parea-
mento utilizou-se software para estimar a tempera-
tura de pareamento, que forneceu as temperaturas de

52,1°C e 53,2 °C para Pch1 e Pch2, respectivamen-
te. Apos os ajustes, a temperatura de pareamento
que apresentou resultados satisfatérios foi de 55,8
°C, amplificando o fragmento de aproximadamente
300—400 pb (Figura 21).

Para os iniciadores Pmo1/2 as temperaturas de
pareamento foram baseadas na Tm dos iniciadores
fornecidas pela empresa de sintese, sendo 60,7 °C
e 63,4 °C para Pmo1 e Pmo2, respectivamente. Ja,
pela ferramenta de bioinformatica, as temperaturas
de pareamento indicadas foram de 56,7 °C para Pmo1
e 59,5 °C para Pmo2. Apds ajustes na PCR, consta-
tou-se que a temperatura 6tima de pareamento foi a
de 68 °C, resultando na amplificagcdo de fragmentos
entre 300—400 pb (Tabela 4).
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Figura 20. Arvore filogenética baseadas nos dados concatenados de
sequéncias das regides ITS, B-tubulina e EF-1a. A analise envolveu 19
sequéncias de nucleotideos. Foi utilizado o método Maxima Parciménia.
O teste de bootstrap utilizou 900 repeti¢cdes. A arvore MP foi obtida usando
o algoritmo de Subtree-Pruning-Regrafting (SPR). As distancias evolutivas
referem-se ao numero de diferengas de bases por sitio (barra). A arvore foi
desenhada em escala, com comprimentos de ramificagao calculados usando
o0 método de caminho médio e estdo nas unidades do niumero de alteragdes
em toda a sequéncia. Todas as posi¢cbes com menos de 80% de cobertura
foram eliminadas. Considerou-se 1.757 posigdes no conjunto de dados final.
Com os desdobramentos foram formados 2 grupos (A-B).

Para as reagbes com os dois iniciadores especi-
ficos foram utilizados dois isolados de referéncia de
P. chlamydospora (TD15 e TD157) e trés isolados de
referéncia de outras espécies de fungos, sendo um
isolado de Phaeoacremonium spp. (BRM006263),
um de llyonectria liriodendri (TD1117) e um de Neofusi-
coccum parvum (TD476) empregados como contro-
les negativos.

As amplificacdes de isolados de referéncia de
P. chlamydospora (bandas entre 300—400 pb) e a
auséncia de amplificagdo nos controles negativos
(Phaeoacremonium minimum, llyonectria liriodendri
e Neofusicoccum parvum) (Figura 21) confirmaram
a utilidade dos iniciadores especificos para a detec-
¢ao de P. chlamydospora. Esses iniciadores podem
ser utilizados para outras analises, como por exem-
plo, PCR multiplex, que possibilita detectar varias
sequéncias do DNA alvo em uma Uunica reagao,
gPCR, bem como a aplicagdo desses iniciadores

1 2 3 4 5 &6 7 8 9

10 11 12 13

300 pb —*

Figura 21. Gel de agarose apresentando a amplificagao
de isolados de P. chlamydospora com iniciadores espécie-
especificos. Ordem no gel: Marcador de peso molecular
100 pb (1); BRM006263 (Pm.), TD1117 (llyo.), TD476
(Npar), TD157 (Pch), TD15 (Pch), respectivamente,
com os iniciadores Pch1/Pch2 (2, 3, 4, 5 e 6); Controle
negativo (7); BRM006263 (Pm.), TD1117 (llyo.), TD476
(Npar), TD157 (Pch), TD15 (Pch), respectivamente, com
os iniciadores Pmo1/Pmo2 (8, 9, 10, 11 e 12); Controle
negativo (13).

Foto: Jéssica Tascheto Berlatto
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espécie-especificos com DNA total extraido de te-
cido cortical (lenho) da videira. Abordagens de PCR
qualitativo funcionariam como ferramentas de che-
cagem da etiologia da podriddo do tronco (Stein
et al., 2016).

Conclusoes

1) Este estudo apresentou informagdes sobre de-
teccado molecular de P. chlamydospora, e aspec-
tos filogenéticos dos isolados de P. chlamydos-
pora e Phaeoacremonium spp. encontrados no
Rio Grande do Sul. Tais informagdes formam um
ponto de partida para estratégias de deteccao
molecular de patégenos do tronco da videira e
outros estudos de diversidade genética.

2) O trabalho também revelou informacdes sobre a
digestdo dos produtos de PCR das regides es-
tudadas do DNA gendmico e ribossomal de P.
chlamydospora e Phaeoacremonium spp. Perfis de
fragmentagédo, mesmo que inconclusivos, podem
servir como referéncias de marcagéo de espécies
de fungos, e podem ser utilizados na identifica-
¢ao dos microrganismos, quando estes estejam
presentes em tecidos da planta contaminada.

3) Os estudos filogenéticos realizados com as se-
quéncias da regiao ITS1/2 de P. chlamydospora e
Phaeoacremonium spp. provenientes da regiao
sul do Brasil mostraram alta similaridade intraes-
pecifica com isolados provenientes de outras re-
gides vitivinicolas. No entanto, os estudos filoge-
néticos obtidos com as sequéncias das regides
B-tubulina e EF-1a demonstraram haver varia-
¢Oes intra e interespecificas para diferenciagédo
de linhagens de P. chlamydospora e Phaeoacre-
monium spp. do Rio Grande do Sul e de outros
isolados de diferentes locais do mundo. No en-
tanto, essas divergéncias precisam ser confirma-
das por estudos de diversidade genética.

4) O estudo com iniciadores espécie-especificos
Pmo1/2 e Pch1/2 proporcionou amplificagao es-
pecifica do DNA micelial de P. chlamydospora.
Como perspectiva, uma aplicagao pratica destes
resultados seria, em pesquisa subsequente, a
adaptacdo do método para obtencédo de produ-
tos de PCR marcadores do fungo no DNA total
extraido de tecido cortical da videira. Essa abor-
dagem estabeleceria uma ferramenta de checa-
gem/deteccado molecular do fitopatégeno, aces-
sivel e de relativo baixo custo.
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