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Padrdes de restricao de DNA para deteccao
molecular de Lasiodiplodia theobromae

em videira e estudos filogenéticos

em sequéncias concatenadas

Alnilan Cristina Barros Lobato?
Fabio Rossi Cavalcanti?

Resumo — Uma das podriddes de tronco de grande impacto na videi-
ra € a chamada “descendente”, sendo causada por espécies de fungos
Botryosphaeriaceae (“Botryosphaeria dieback”) como o Lasiodiplodia theo-
bromae. O presente estudo aborda fragmentacao de produtos de PCR para
caracterizagéo de L. theobromae. As linhagens utilizadas, TD323/2015 (ITS:
MT823466, A. Prado/RS), BRM004720 (ITS: MT823467, B. Gongalves/RS) e
BRMO004725 (ITS: MT823468, Jales/SP) foram isoladas de tronco sintomati-
co e crescidas para obtenc¢éo de biomassa em meio BD liquido, sob agitacéo.
O DNA total foi extraido pelo método CIA, adaptado. Duas estratégias fo-
ram usadas: 1) Amplificagcdo, sequenciamento e BLASTn das regides ITS1/2,
B-tubulina e EF-1a; 2) Padrdes de restricdo (Cfol e Haelll) dos amplicons das
regides por meio de PCR-RFLP (CAPS). Para filogenias de ITS1/2 e B-tubuli-
na, as sequéncias foram concatenadas (FaBox 1.5), alinhadas com ClustalX
e transferidas em .FASTA para arvores filogenéticas em MEGA7. O método
Méaxima Parcimonia (MP) foi adotado para demonstrar um agrupamento co-
mum aos isolados de Antonio Prado/RS e Jales/SP conjuntamente a isolados
da China e EUA. No entanto, uma divergéncia foi encontrada para a linhagem
de Bento Gongalves/RS, dando um indicativo de diversidade genética entre
L. theobromae em vinhedos gauchos, a despeito de sua baixissima preva-
Iéncia na regido Sul do Brasil. Paralelamente, foram encontrados padroes de
restricdo especificos apos digestao das regides amplificadas com as enzimas
Haelll e Cfol, capazes de promover a identificagdo do patégeno.

Termos para indexagao: Filogenia, diversidade genética, podriddo descen-
dente, Vitis vinifera.

" Alnilan Cristina Barros Lobato, estudante do Departamento de Quimica Fundamental (IQ-USP), Instituto
de Quimica - Universidade de Sao Paulo, SP.

2 Fabio Rossi Cavalcanti, engenheiro agrénomo, doutor em Fitopatologia, pesquisador da Embrapa Uva e
Vinho, Bento Gongalves, RS.



Restriction patterns for molecular
detection of Lasiodiplodia theobromae
in grapevine and phylogeny studies
on concatenated DNA sequences

Abstract — The “Botryosphaeriae dieback” is known as a grapevine trunk
disease caused by Botryosphaeriaceae fungi and the Lasiodiplodia theobro-
mae appears as one of those species. The present study deals with the frag-
mentation of PCR products to characterize L. theobromae. The strains were
TD323/2015 (ITS: MT823466, A. Prado/RS), BRM004720 (ITS: MT823467, B.
Gongalves/RS) and BRM004725 (ITS: MT823468, Jales/SP). They were iso-
lated from the symptomatic trunk and grown for biomass in liquid BD medium
under agitation. The total DNA was extracted through an adapted CIA method.
Two strategies were used: 1) Amplification, sequencing and BLASTn of the
ITS1/2, B-tubulin and EF-1a regions; 2) Restriction patterns (Cfol and Haelll)
of the region’s amplicons by means of PCR-RFLP (CAPS). For phylogenies of
ITS1/2 and B-tubulin, the sequences were concatenated (FaBox 1.5), aligned
with ClustalX and transferred in .FASTA format to obtain phylogenetic trees in
MEGA7Y. The Maximum Parsimony (MP) method was adopted to demonstrate
a common grouping of isolates from Antoénio Prado/RS and Jales/SP together
with isolates from China and the USA. However, a divergence was found for
the Bento Gongalves/RS isolate. This result could indicate a genetic diversity
among L. theobromae in vineyards from Serra Gaucha, despite the very low
prevalence of this pathogen in southern Brazil. In parallel, specific restriction
patterns were found after Haelll and Cfol digestion of the amplicons. Such
profiles could fingerprint L. theobromae in grapevine trunks.

Index terms: Phylogeny, genetic diversity, Botryosphaeriaceae dieback, Vitis
vinifera.
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Introducao

A vitivinicultura representa um importante mercado para a economia do
Rio Grande do Sul. O estado é o maior produtor de uvas do Brasil, fornecen-
do em torno de 60% da produgéo nacional, com a safra 2020 prevista para
atingir entre 550 a 590 mil toneladas (Zanus, 2020). Podridées de tronco de
videira sdo causas significantes do declinio da videira (Vitis vinifera L.), pois
incidem sobre os tecidos cortical e vascular da planta, causando sua morte a
curto ou longo prazo (Cavalcanti et al., 2013). Portanto, as doengas do tron-
co representam eventos bioldgicos prejudiciais para a videira, com potencial
de causar perdas econdmicas importantes para essa cultura (Bertsch et al.,
2013).

Atualmente, as podridoes descendentes vém sendo consideradas as
piores doengas de tronco associadas a cultura, no mundo (Sosnowski &
Mundy, 2019). Essas podriddes sdo conhecidas internacionalmente como
“Eutypa dieback”, quando causadas por Eutypa lata, ou “Botryosphaeria
dieback” ou “Black Dead Arm” (BDA), quando causadas por fungos da
Familia Botryosphaeriaceae. Neste taxon, se alocam ao menos 26 espécies
associadas a etiologia da podridéo, em diferentes géneros: Botryosphaeria,
Diplodia, Dothiorella, Lasiodiplodia, Neofusicoccum, dentre outros (Gramaje
et al., 2018). Como escopo do presente estudo, nos ultimos anos, tem se
evidenciado o fungo Lasiodiplodia theobromae (telemorfo Botryosphaeria
rhodina) presente em vinhedos gauchos, com prevaléncia ainda em niveis
muito reduzidos na regiao sul do Brasil, mas com crescente identificagdo
em levantamentos recentes (Berlatto et al., 2017). O fungo Lasiodiplodia
theobromae tem ampla gama de hospedeiros (mais de 650 espécies de planta)
e pode ser encontrado principalmente em regides tropicais e subtropicais
(Correia et al., 2016; Zhang et al., 2019).

A podridao descendente causada por Lasiodiplodia frequentemente causa
abortamento de rebrotas em ramos laterais do vinhedo afetado, promovendo
paulatina morte descendente do lenho, a partir de necrose no tecido corti-
cal e nas gemas (Gramaje et al., 2018). Em determinados fungos da familia
Botryosphaeriaceae, corpos de frutificagao (picnidios) podem se desenvolver
no lenho necrosado com o que é considerado o principal sintoma longitudi-
nal de podriddes descendentes de videiras: o cancro em formato de cunha
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(Urbez-Torres et al., 2008; Berlatto et al., 2017). Em geral, sintomas agu-
dos aparecem no campo apenas um ou dois anos apoés o inicio da infecgao,
frequentemente observados em vinhedos maduros, acima de 8 anos apds
implantacdo (Gramaje et al., 2018). Em geral, fungos Botryosphaeriaceae
liberam seus esporos durante a chuva, sendo assim transportados ao tecido
vegetal recém-podado e fragil, e o infectando (Burruano et al., 2008; Diaz &
Latorre, 2013).

Quando comparado a outros fungos fitopatogénicos pertencentes a
mesma familia, o L. theobromae tem uma temperatura 6tima de crescimento
levemente maior e progride mais rapidamente no tecido vegetal no processo
de parasitismo (Felix et al., 2019). Em testes de patogenicidade, foi
comprovado que L. theobromae produz lesdes maiores, sendo considerado,
portanto, mais patogénico (Urbez-Torres et al., 2008). Alids, levando-se em
consideragao todos os tipos de podriddes — ndo apenas as descendentes
—, mais de 130 espécies de fungos pertencentes a 34 géneros ja foram
associados as doengas de tronco da videira (Grapevine Trunk Diseases,
GTD) no mundo todo. No entanto, permanecem relatos de devida falta de
comprovacao dos postulados de Koch, ou seja, a relagdo etiologica da
doenca (Gramaje et al., 2018). Podridées como o pé preto, doencga de Petri
e Esca sao doencgas associadas ao declinio e morte de plantas de videira: um
problema que cresceu muito em vinhedos e parreirais do mundo, inclusive no
Rio Grande do Sul a partir dos anos 90 do século passado. Tais doengas sao
causadas respectivamente por espécies de Cylindrocarpon e llyonectria (pé
preto), por associacdes de fungos Phaeoacremonium spp. e Phaeomoniella
chlamydospora (doen¢a de Petri) e pela associagdo desses dois com a
adicao de um terceiro do género Fomitiporia, ainda nao relatado no Brasil
(Esca), em plantas adultas (Cavalcanti et al., 2013).

Historicamente, podriddes de tronco da videira sao caracterizadas a partir
do isolamento do agente patogénico dos tecidos vegetais apresentando le-
sOes tipicas. Depois, o fungo isolado é submetido a crescimento e ao estimu-
lo do desenvolvimento de suas estruturas reprodutivas, que sao identificadas
por meio de preparagdes para microscopia 6tica (Almanga et al., 2013). No
entanto, no caso das podriddes de tronco da videira, a utilizacdo de técnicas
de biologia molecular se mostra importante, pois com a acuracia dessas téc-
nicas € possivel detectar patégenos presentes em tecidos infectados para
confirmacéo etiolégica em uma situacao de alta densidade de contaminantes
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dentro e sobre o tecido lenhoso da videira (Correia et al., 2016; Stein et al.,
2019). Para que isso se proceda da maneira mais correta e precisa, trabalhos
envolvendo caracterizagdo de DNA de populagdes em estudos filogenéticos
e de variabilidade genética de patdégenos coletados em uma delimitagéo geo-
grafica devem ser conduzidos previamente (Strange, 2003; Stein et al., 2019).
Tais estudos servem para subsidiar abordagens corretas para detec¢gdo mo-
lecular, como selecao de regides discriminantes e especificas do DNA, sitios
de restricdo e desenho de iniciadores (Stein et al., 2019).

No Brasil, a incidéncia de podriddes descendentes causadas por fun-
gos do género Lasiodiplodia foi bem estudada no Vale do Sao Francisco, uma
regiao de marcante producédo de uvas de mesa no nordeste do pais. Nessa
regido, L. theobromae, L. crassispora, L. pseudotheobromae e L. parva foram
relatados em videira (Correia et al., 2016). O Estado de S&o Paulo também
registra evidencias de podriddes descendentes em seus vinhedos causados
por Lasiodiplodia, e trabalhos de controle bioldgico envolvendo isolamentos
do patégeno tém sido realizados (Marraschi et al., 2019). Embora ja ante-
riormente identificados em vinhedos da Serra Gaucha, relatos iniciais de L.
theobromae associados a podriddo descendente no Rio Grande do Sul foram
feitos por Berlatto et al. (2017). Entretanto, até 0 momento, ndo ha registros
de informagdes a respeito da caracterizagdo molecular de isolados identifica-
dos na Serra Gaucha.

O presente estudo teve por objetivo confirmar a identificagéo de
Lasiodiplodia theobromae, por meio de analise das variagdes genéticas pre-
sentes em sequéncias de trés regides do DNA gendmico: ITS(1/2), EF1-a e
B-tubulina. Adicionalmente, foram analisados polimorfismos presentes em pro-
dutos de PCR dos isolados, pela técnica de PCR-RFLP (CAPS; Polymerase
Chain Reaction — Random Fragment Length Polymorfism/Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence), empregando-se as endonucleases Haelll e Cfol.

Por fim, escolha de iniciadores de PCR e configuragdes de otimizagéo e
termociclagem foram realizados para os trabalhos de obtencao de produtos
de PCR passiveis para uso em ensaios de detecgdo, bem como para conse-
cucgao dos objetivos supracitados.
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Material e Métodos

As linhagens de Lasiodiplodia theobromae utilizadas na pesquisa fo-
ram fornecidas pelo Laboratério de Fitopatologia do Instituto Federal do Rio
Grande do Sul (IFRS — Campus Bento Gongalves) e pela Embrapa Uva e
Vinho, através da Colegao de Microrganismos de Interesse Agroindustrial
(CMIA) (Tabela 1). O material biolégico foi fornecido em trés replicadas de
cultivos axénicos em placas de Petri, em meio BDA.

Tabela 1. Linhagens de L. theobromae disponibilizadas para o presente estudo

L Lo Local S Procedéncia
LIPP Linhagem (ITS)

Lab. Fitopatologia,
IFRS-Bento

CMIA
Embrapa Uva e Vinho

CMIA
Embrapa Uva e Vinho

10IF  TD323/2015 A. Prado/RS MKO00123
L124 BRMO004720 B. Gongalves/RS MKO00124

L136 BRMO004725 Jales/SP MKO00125

Subcultivo e producao de biomassa micelial

O subcultivo foi feito em erlenmeyers de 50 mL, onde se verteu meio BD
(batata-dextrose), liquido, contendo antibiético (estreptomicina 0,05 pg/mL).
Neste meio se adicionou um disco do meio BDA (¢ = 0,5 cm) dos cultivos
axénicos de L. theobromae, contendo micélio do fungo (Tabela 1). Os erlen-
meyers foram transferidos e permaneceram em mesa agitadora (110 rpm)
durante 5 dias a 25 °C , fotoperiodo de 12h, até obtencdo de biomassa mi-
celial. Posteriormente, a biomassa foi filirada com um sistema trompa d’agua,
kitassato e papel com tamanho de poro de 11 uym. O filtrado foi estocado em
tubos de 1,5 mL e armazenado a -20 °C para extracdo de DNA.
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Extracao de DNA

O método utilizado para extrair o DNA dos isolados foi adaptado do pro-
tocolo classico Fenol:Cloroférmio:lsoamilico (Sambrook et al., 1989). Dentro
de um microtubo de 1,5 mL foi adicionada 100 mg de biomassa micelial, 5 mg
de pérolas de vidro (¢ = 1mm), 200 uL de tampao de extragéo [Triton' 2%,
NaCl 100 mM, Tris 10 mM, EDTA 1 mM (pH 8,00)] e 200 pL de fenol:cloro-
férmio:isoamilico. A mistura foi homogeneizada em vortex durante 5 minutos.
Em seguida, foram adicionados 200 pL de tampao TE e a mistura foi centri-
fugada a 11.000 x g durante 6 minutos. Apds a formacgéo de duas fases, uma
aliquota de aproximadamente 200 pyL do sobrenadante foi transferida para
um novo tubo de 1,5 mL. A este sobrenadante foi adicionado 200 pL de fenol:-
cloroférmio:isoamilico e novamente homogeneizado. Aproximadamente 200
uL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo de 1,5 mL. Neste
microtubo foram acrescentados 400 uL de cloroférmio, antes de ser subme-
tido a centrifugacéo (11.000 x g por 6 minutos). Em seguida, o sobrenadante
foi transferido para outro tubo de 1,5 mL, onde se adicionou 750 uL de etanol
absoluto com nova centrifugagéo durante 10 minutos, a 11.000 x g. Dessa
vez o sobrenadante foi descartado para a adigao de 1 mL de etanol 75% aos
tubos. Apds nova centrifugacao (11.000 x g por 3 minutos), o sobrenadante foi
descartado e os tubos contendo DNA ficaram abertos em uma estufa a 37 °C
durante 12 horas. Apés a incubagdo, o DNA das amostras foi ressuspendido
em agua ultrapura e estocado a -20 °C para analises.

Métodos de PCR

Para cada reacao foi utilizada uma mistura reacional contendo: 10,7 uL
de agua ultrapura, 5 pL de tampéo especifico (10x) para a Taq polimerase
(1000U), 1,5 pL de MgCl, (50 mM), 4,5 pL de dNTPs (100 mM), 1 yL do ini-
ciador direto, 1 uL do iniciador reverso, 0,3 uL de Taq polimerase e 1 uL de
DNA fungico, em volume final de 25 yL para a mistura reacional. As sequén-
cias dos iniciadores usados estédo descritas na Tabela 2. A reagéo, apds estar
completa dentro de um tubo de 200 uL, foi submetida a uma centrifugacao
rapida para homogeneizacgao, e depois colocada em termociclador.

" Amencéo a esta marca é apenas para fins de registro das condigdes usadas, ndo havendo, por parte da
Embrapa e autores desta publicacéo, qualquer tipo de conotagdo comercial ou de recomendagao de uso
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A primeira amplificagdo por PCR para os isolados estudados (regido do
rDNA 18S e 5,8S) foi realizada com os iniciadores ITS1/ITS4 e ocorreu nas

Tabela 2. Tabela de iniciadores usados para isolamento das regides para identifica-
¢ao e caracterizagao

Temperatura
Sequéncia pareamento

Regido Iniciador (°C) Referéncia

(5" — 3"

AN B®

ITS 1 TCCGTAGGTGACCTGCGG 685 64,5 White etal.

ITS 1/2 1990
ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 61,5 57,8
GGTAACCAAATCGGTGCTG-
Bt2a CTTTC 70,2 66,8 Glass;
-tub CCCTCAGTGTAGTGACCCT: peonaldson
- 1995
Bt2b TGGC 70,3 66,8
EF1- Carbone;
. _798F CATCGAGAAGTTCGAGAAGG 61,56 57,6 Kohn, 1999
-
EF1- ACHGTRCCRATACCACCRA- 537 56 Rehner; Bu-
-1567R TCTT ’ ckley, 2005

(™ Sigma-Aldrich?

@ Primer 3Plus?

seguintes condi¢des: um ciclo de desnaturacao de 95 °C por cinco minutos;
39 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 60 °C por um minuto e 72 °C por um
minuto; e um ciclo final de 72 °C por 10 minutos. Na segunda amplificagdo
por PCR utilizou-se o par Bt2a/Bt2b para amplificar a regido de 3-tubulina dos
fungos. Essa reagao ocorreu na seguinte configuragéo: um ciclo de 94 °C por
cinco minutos; 28 ciclos de 94 °C durante um minuto, 58,5 °C por um minuto
e 72 °C por um minuto e meio; e um ciclo final de 72 °C por 10 minutos. A ter-
ceira e ultima reagao, visando amplificagcdo do EF-1a, foi feita com o par EF1-
728F/EF1-1567R (Tabela 2), e ocorreu nas seguintes condi¢des: um ciclo de
94 °C por cinco minutos; 28 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 56,3 °C por
um minuto e 72 °C por um minuto; e um ciclo final de 72 °C por 10 minutos.

2 Amengéo a esta marca é apenas para fins de registro das condigdes usadas, ndo havendo, por parte da
Embrapa e autores desta publicacéo, qualquer tipo de conotagdo comercial ou de recomendagao de uso
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Os amplicons resultantes da PCR foram resolvidos em gel de agarose a
1,2% em solucao de TBE 1X (Tris-base, Acido bérico, EDTA 0,5 M). Em se-
guida, 4,5 uL dos produtos da reagao foram homogeneizados com 2,2 uL de
solugéo de carregamento (H,O, azul de bromofenol, glicerol 30%), totalizando
o volume de 6,7 pL a ser depositado nos pogos do gel.

Preparo para sequenciamento pelo método de Sanger

Apds a obtengao dos produtos de PCR, o DNA amplificado foi preparado
para sequenciamento. Foram homogeneizados 5 pL do produto de PCR, 1
pL de fosfatase alcalina (SAP; 1000U, 1U/uL) e 1 pL de exonuclease (EXO;
1000U, 10U/uL) em um tubo de 200 pL e submetidos a uma reagéo de pre-
paragao em termociclador, cujas condi¢cdes consistiram de um ciclo de 37 °C
por 15 minutos e um ciclo de 80 °C por 15 minutos. O DNA tratado foi, entao,
quantificado em espectrofotdmetro UV/Vis.

Ap6s a leitura, foi calculada a quantidade necessaria de DNA-molde para
se atingir o valor de 60 ng de acido nucléico, por diluigdo. Em um tubo de 0,5
mL, uma aliquota da massa obtida de DNA-molde foi adicionada a 1,8 yL do
iniciador direto utilizado na reagdo de PCR a 4,5 pmol. Por fim, as amostras
foram liofilizadas para envio a empresa contratada, responsavel pelo sequen-
ciamento. Eletroferogramas foram retornados por e-mail, para os estudos de
filogenia.

Padroes de fragmentagao PCR-RFLP (CAPS)
em DNA por enzimas de restrigao

Os produtos de PCR das duas regibes selecionadas para o estudo,
ITS(1/2) e B-tubulina, foram digeridos individualmente por meio da agéo de
duas endonucleases de restricao: Haelll (5 GG|CC 3’) e Cfol (5 C|GCG 3).
As clivagens enzimaticas ocorreram em meio reacional especifico, recomen-
dado pelo fabricante, durante 2 horas e 30 minutos a 37 °C . A deteccao dos
fragmentos gerados pela agdo das enzimas foi realizada via eletroforese em
gel de agarose a 3% em solugdo tampao de TBE 1X (Tris-base, Acido bérico,
EDTA 0,5M), seguindo metodologia acima descrita para géis de PCR qualita-
tivo (Sambrook et al., 1989).
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Estudos filogenéticos

As sequéncias e os eletroferogramas fornecidos foram visualizados e as
sequéncias selecionadas foram apenas aquelas com escore PHRED > 20.
Os tamanhos dos amplicons em gel foram calculados por aproximagéao loga-
ritmica e tiveram correspondéncia confirmada com as respectivas sequéncias
recebidas. As sequéncias depuradas no aplicativo acima foram preparadas
em arquivo .txt, em formato FASTA. Depois, um arquivo maior foi criado a par-
tir da adigédo de sequéncias baixadas do Genbank (NCBI), para reconstrugao
de arvores filogenéticas.

Em seguida, os arquivos FASTA construidos com as sequéncias selecio-
nadas para filogenia foram submetidas ao pacote MEGA, versao 7.0 (Kumar
et al., 2016), onde sofreram alinhamento com a interface ClustalW interna ao
pacote. Como grupos externos para compor a arvore filogenética, foram sele-
cionados duas linhagens de uma espécie chinesa de Diaporthe, adequada a
analise de agrupamentos envolvendo fungos da familia Botryosphaeriaceae
e as duas regides selecionadas para o estudo das sequéncias concatenadas
(ITS1/2 e B-tubulina) mediante ferramenta online FaBox 1.5.

Para reconstrugao da arvore, foi considerada uma selecédo de acessos de
patégenos causadores de podriddo descendente da videira em outros paises
que tivessem disponibilizado, no NCBI, as duas regides a serem concate-
nadas. Para isso, o método selecionado foi o da Maxima Parciménia (MP,
Maximum Parsimony), com o método de bootstrap gerando a estatistica de
desdobramento evolutivo, com delegcéo parcial (80%) de gaps, replicadas
900 vezes. Foram selecionados para esta AF apenas os isolados que con-
tinham as duas regides apresentando eletroferogramas com boa qualidade.
Nenhum valor de bootstrap foi omitido, pois foram reunidos poucos isolados
e a preservagao desta informagéo nao interferiu na visualizagdo dos clados.
Em MP, foi selecionada a arvore 1 (de duas), com comprimento = 926. O
indice de consisténcia obtido foi de 0,825, o indice de retengao foi de 0,924
e o de consisténcia foi de 0,772 (0,762 apdés a modificacdo de escala) para
todos os sitios informativos para MP. O percentual de arvores reconstruidas
(900 repeti¢cdes) nas quais os taxa associados sdo desdobrados juntos estéao
apresentados rentes aos desdobramentos. A arvore MP foi obtida por meio
do algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting (SPR). A analise envolveu um total
de 35 sequencias concatenadas e todas as posi¢cdes com menos de 80% de
cobertura foram eliminadas.
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Resultados e Discussao

Otimizacao da PCR para regides
marcadoras de L. theobromae

A regido do espacgador interno transcrito (ITS), regido conservada carac-
teristica de fungos verdadeiros (True Fungi) e que possui informacoes es-
pecificas e Uteis para identificar e diferencia-los, € uma sequéncia do DNA
ribossomal que pode sofrer transcrigdo primaria e splicing onde as regides
ITS1 e ITS2 sdo removidas da fita produzida pela DNA polimerase |, dan-
do origem a trés rRNAs (Ciesniewska et al., 2020). As regides ITS1 e ITS2
séo importantes para estudos de filogenia e desenvolvimento de estratégias
de identificagdo de espécies no diagndstico de doengas (Korabecna, 2007).
Essa regidao do rDNA ¢é de especial interesse para estudos filogenéticos em
fungos por evoluirem mais rapidamente entre géneros, sendo conservadas
o suficiente para permitirem a caracterizagdo de espécies em populagdes
(White et al., 1990; Ciesniewska et al., 2020).

A definicao das temperaturas para a PCR da regido ITS foi feita de acordo
com abordagem interna ao Laboratério de Interagdo Planta-Patégeno (LIPP)
do CNPUV, o qual leva em consideragéo as recomendagodes do fabricante dos
iniciadores (primers) (Sigma-Aldrich) e a ferramenta online Primer3Plus, que
analisa esses iniciadores e fornece as temperaturas adequadas ao seu uso.
Os resultados da amplificagcdo da regido ITS dos isolados de Lasiodiplodia
theobromae demonstraram que o fragmento possui entre 500 e 600 pares de
bases, o que é esperado de fungos fitopatogénicos (Figura 1).

Para aprimorar a caracterizagdo molecular dos isolados de L. theobromae
e enriquecer a base de dados para as analises filogenéticas, foi feito estudo
de mais duas regiées marcadoras do DNA gendémico do fungo: a sequéncia
parcial da regido da B-tubulina e do fator de elongagao 1-a (EF-1a). Para a
regido da B-tubulina foram utilizados os iniciadores Bt2a/Bt2b (Tabela 2), e a
temperatura de pareamento obtida para os melhores resultados foi de 58,5
°C para todos os isolados de L. theobromae. Foram evidenciados fragmen-
tos amplificados entre 400 a 500 pares de bases (Figura 2).
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Foto: Fabio Rossi Cavalcanti

500~600pb

Figura 1. Gel de agarose (a 1,5% p/v) com produtos de PCR da regido ITS(1/2) em
isolados de L. theobromae, comparativamente a outros fungos. Ordem no gel: (1)
Marcador de peso molecular - 100 pb; (2) Controle negativo (agua ultra pura); (3 e 4)
isolados de Fusarium oxysporum F295 e F627, respectivamente; (5) e (9), Controle
negativo (agua ultra pura); (10 e 12) Lasiodiplodia theobromae L124, L136 (bandas
marcadas no box vermelho); (14 e 16) Phaeomoniella chlamydospora, 137 e 712; (11,
13, 15, 17 e 18) Pogos vazios.

Foto: Fabio Rossi Cavalcanti

400~500pb

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose (a 1,5% p/v) com os produtos de PCR re-
lativos a fragmentos amplificados da B-tubulina. Ordem no gel: (1) Marcador de peso
molecular - 100 pb; (2) Controle negativo (agua ultra pura); (3 e 4) isolados de Fusarium
oxysporum, F295 e F627, respectivamente; (5) Controle negativo (agua ultra pura); (6,7
e 8) Lasiodiplodia theobromae, L124, L136 e 10IF respectivamente.
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Na regido do fator de elongacdo 1-a (EF-1a), Figura 3, apenas uma das
linhagens de Lasiodiplodia theobromae (isolado L136) foi amplificado com
sucesso, utilizando a temperatura de pareamento de 56,3 °C ; o amplicon
resultante permitiu resolver fragmentos de 800 a 900 pares de bases. Os
demais fungos de trabalho ndo responderam com produtos de PCR visiveis,
por eletroforese em agarose. Essa inconsisténcia permanece como objeto de
estudo, com relacao a regido do fator de elongacado EF-1a desses fungos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

————a — —

Foto: Fabio Rossi Cavalcanti

800~900pk

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose (a 1,5% p/v) com os produtos de PCR da regido
do fator de elongagéo (EF-1a). Ordem no gel: (1) Marcador de peso molecular - 100 pb;
(2) Controle negativo (agua ultra pura); (3, 5) Pogos vazios; (4, 6, 7 e 8) respectivamente,
Botryosphaeria parva, 04IF, B. dothidea, 16IF, dois isolados de Neofusicoccum parvum,
25IF e 94IF; (9) Controle negativo (agua ultra pura); (9, 11 e 12) Pocgos vazios; (10)
Lasiodiplodia theobromae, L136; (13) Fusarium oxysporum, F295.

Estudos filogenéticos com as regides ITS 1/2 e B-tubulina

As sequéncias das regides ITS, B-tubulina e EF-1a obtidas dos isolados
abordados para o estudo de L. theobromae (Tabela 1) foram submetidas ao
BLASTN, para confirmacgao das espécies em alinhamentos feitos com entra-
das disponiveis no Genbank (NCBI). Exceto pela regiao do fator de elongagao
EF-1a, as sequéncias obtidas permitiram um estudo filogenético circunstan-
cial para individuos representativos de vinhedos com incidéncia de podridao
descendente causado por Lasiodiplodia, em Sao Paulo e no Rio Grande do
Sul. Para os estudos filogenéticos em sequéncias concatenadas, a regido do
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EF-1a nao foi incorporada porque o amplicon foi resolvido apenas na linha-
gem L136. Se, forcadamente, a regido do EF-1a fosse incluida na pesquisa,
as analises iriam prosseguir com dados desbalanceados, acarretando um
desnecessario aumento de incerteza nos resultados.

Informagdes de uma populacdo representativa da familia
Botryosphaeriaceae (a qual pertence o patdgeno em estudo) foram selecio-
nadas em fungéo da sua distribuicdo em regides de produgao e da disponibili-
dade das sequéncias de ITS1/2 e p-tubulina no NCBI. Também foram usados
informacgdes de outras espécies da familia a qual o patégeno pertence.

A avaliagdo filogenética (AF) foi gerada com sequéncias concatenadas
(ITS e B-tubulina), como mostra a Figura 4.

A AF com os dados concatenados obtidos exp0s trés clados (A, B e C)
para o grupo Botryosphaeriaceae que reune todos os isolados de L. theobro-
mae estudados, mais outras espécies de causadores podriddo descendente
do mundo todo (Figura 4). Nesse estudo especifico, o agrupamento (A) con-
tém a maioria dos isolados selecionados, um agrupamento com isolados de
Botryosphaeria rhodina do México. O desdobramento evolutivo principal pos-
sui baixo valor relativo de bootstrap, ndo sendo capaz de sustentar a hipétese
de variagao interespecifica.

No entanto, o clado A3 pdde agrupar os isolados L. theobromae da China
e da Califérnia (EUA) com os brasileiros, de Jales/SP (L136) e um dos en-
contrados no RS, o de Antdnio Prado (101F). Ao tempo em que o estudo filo-
genético em maxima parciménia (MP), com as duas regides concatenadas,
pdde revelar um agrupamento comum aos isolados estudados, conjuntamen-
te a individuos da China e EUA, foi evidenciada uma significativa divergéncia
evolutiva do agrupamento contendo o isolado de Bento Gongalves/RS, que,
nesta arvore, se posicionou no clado (A4) com alto bootstrap relativo (Figura
4). De modo notavel, um isolado chinés da mesma espécie no clado (A1), o
FXPZ, divergiu dos agrupamentos (A3) e (A4)

De fato, Berlatto et al. (2017), em levantamentos feitos para podridao des-
cendente em videira no Estado do Rio Grande do Sul, evidenciaram baixissi-
ma prevaléncia de fungos Lasiodiplodia como agentes causadores desse tipo
de doenga, no Rio Grande do Sul. No estudo mais recente, foi encontrada
uma prevaléncia de apenas 1 a 2% do L. theobromae associado a podri-
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does descendentes, em vinhedos comerciais da Serra Gaucha (Berlatto et
al., 2017). Estudos especificos sobre Lasiodiplodia em videira, no Brasil, sdo
considerados escassos. Uma referéncia foi um levantamento de espécies de
Lasiodiplodia associados a podriddo descendente da videira em parreirais de
uva de mesa do Vale do Sao Francisco (VSF), no nordeste brasileiro (Correia
et al., 2016). Neste trabalho foram selecionados 112 isolados obtidos de 14
vinhedos em trés localidades do Vale, sugerindo uma maior prevaléncia do
fungo no VSF do que o observado no RS, e mesmo em S&o Paulo. Estudos
filogenéticos de Lasiodiplodia foram realizados considerando as regides ITS
e EF-1a, que, neste caso, se mostraram elucidativas para caracterizar par-
cialmente populagdes (Correia et al., 2016). Uma das hipéteses para explicar
a maior prevaléncia do patégeno na regido nordeste é que la este fungo dis-
pde de maior gama de hospedeiros (outras fruteiras, inclusive) como reserva
de parasitismo e/ou sobrevivéncia (Netto et al., 2017).

Outros estudos com colegbes de Lasiodiplodia ou outros patégenos fun-
gicos envolvendo as regides EF-1a, p-tubulina e RPB2, além do ITS foram
executados a fim de obter-se grupos diferenciais para caracterizagéo de pa-
tégenos presentes em uma determinada regido. Por exemplo, em Neonectria
ditissima, agente causador do cancro europeu da macieira, foi possivel discri-
minar populag¢des brasileiras, americanas, canadenses e européias usando
sequéncias de EF-1a e ITS (Stein et al., 2019). Por outro lado, resultados
pouco conclusivos foram encontrados em combinagdes de ITS com RPB2,
no mesmo fungo (Castlebury et al., 2006; Zhao et al, 2011).

No estudo filogenético apresentado neste trabalho, foi possivel observar
que os isolados gauchos de Neofusicoccum parvum (Botryosphaeria parva)
e Botryosphaeria dothidea construiram um agrupamento (B), por desdobra-
mento de (A). Como acima comentado, o clado (A) foi considerado principal,
por conter a maior parte dos isolados de L. theobromae, tanto os em estudo
quanto os comparativos (Figura 4). Curiosamente, dois isolados australia-
nos de Botryosphaeria dothidea (DAR77824 e DAR78225, clado C) demons-
traram ter consideravel distanciamento evolutivo com relagao aos isolados
da mesma espécie encontrados na Serra Gaucha, agrupados no clado (B)
(Figura 4). Também digno de nota, o isolado UCD881SN de B. rhodina (clado
C), bastante divergente do agrupamento do mesmo Botryosphaeriaceae (cla-
do A1) encontrado em vinhedos do México (Figura 4).
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UCD191Co Botryosphaeria.rhodina-Califomia-EUA
UCD918SN Botryosphaeria.rhodina-Mexico
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Figura 4. Arvore filogenética reconstruida a partir de alinhamentos concatenados de
sequéncias das regides do ITS1/2 e B-tubulina de Lasiodiplodia e fungos Botryospha-
eriaceae causadores de podriddes descendentes em videira. As distancias evolutivas
séo dispostas nas unidades do numero de diferengas de bases por sitio. A arvore é
desenhada em escala, com comprimentos de ramificagdo calculados usando o método
de caminho médio e estdo nas unidades do numero de alteragbes em toda a sequéncia.
Todas as posigdes com menos de 80% de cobertura foram eliminadas. (Cl = 0,835676;
Rl =0,923695).
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PCR-RFLP das regioes ITS 1/2 e B-tubulina

Neste estudo, foram realizados ensaios de PCR-RFLP para buscar infor-
magbes sobre a fragmentagdo dos produtos de PCR de duas das regides
estudadas, ITS(1/2) e B-tubulina. A marcacao especifica de Lasiodiplodia
theobromae com relacéo a outros patdgenos isolados de tecidos de videira
com podriddao descendente pode fornecer uma solugao tecnolégica para a
deteccgao especifica deste patégeno, em meio a um extrato heterogéneo de
DNA, tipico dos obtidos em amostras contaminadas, em condi¢gbes de cam-
po. Nas figuras 5 e 6, & possivel a observagéo dos padrdes de restricdo dos
produtos de PCR obtidos das duas regides selecionadas para o estudo dos
isolados de L theobromae em analise.

Com relagéo aos ensaios de restricao na regido ITS em L. theobromae,
nota-se um padrao de fragmentagdo comum entre todos os isolados (10IF
nao mostrado), para cada enzima de restricdo, Haelll e Cfol. Com relagao
ao perfil obtido por incubagdo com Haelll, duas bandas marcadoras foram
evidenciadas, de 476 e 100pb. Com relagao ao perfil por incubagédo com Cfol,
trés bandas marcadoras foram obtidas: 287, 163 e aprox. 88pb (Figura 5).

Considerando os produtos de PCR da regido da B-tubulina de L. theo-
bromae submetidos a enzimas de restricdo, também foi evidenciado um pa-
dréo de fragmentagcdo comum entre todos os isolados, por Haelll (Figura 6).
Com relacdo ao perfil obtido por incubagdo com essa enzima, duas bandas
marcadoras, de 265 e 110pb, foram evidenciadas (Figura 6). Por outro lado,
diferentemente do observado pela abordagem com a regido do ITS, nao foi
possivel evidenciar um padrédo de fragmentagao consistente para amplicons
de B-tubulina, que pudesse marcar um perfil de L. theobromae para essa
regido, com a enzima Cfol (Figura 6). No entanto, as sequéncias geradas
pela amplificacdo do gene da [B-tubulina podem ser usados para identificar
enzimas de restricdo para a geragao dos marcadores CAPS buscados, em
pesquisa subsequente.

A adocgao de clivagem de fragmentos de produtos de PCR por enzimas
de restricdo se apdia na hipétese de que existam diferencas detectaveis de
polimorfismo entre as espécies e/ou individuos, a depender do tipo e tama-
nho de fragmento estudado. Trabalhos acerca de fragmentacao de produtos
de PCR visando a identificagdo de microrganismos, diferenciacdo de espé-
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cies fungicas e diversidade genética intraespecifica séo relatados na litera-
tura (Mahoney et al., 1999; Felix et al., 2019). Por exemplo, Crockard et al.
(1998) utilizaram a técnica de PCR-RFLP (CAPS) com a enzima EcoRI apés
amplificarem a regido SSU (subunidade menor) do rDNA de N. ditissima. Um
trabalho analogo foi repetido na Embrapa Uva e Vinho, para incorporacao do
método (Stein et al., 2016). A técnica de PCR-RFLP (CAPS) é uma metodo-
logia rapida, sensivel e com menor custo do que o sequenciamento, em caso
da indisponibilidade de instrumentos (Stein et al., 2019).

Foto: Fabio Rossi Cavalcanti

400~500pb

200~300pb

100~200pb

Figura 5. Perfil de fragmentagao dos produtos de PCR associados a regido ITS com
as enzimas Haelll e Cfol. Eletroforese em gel de agarose (a 3% p/v). Legenda: (M)
Marcador de peso molecular - 100pb; Colunas grifadas em verde: amplicons clivados
com Haelll; Colunas grifadas em vermelho: amplicons clivados com Cfol.
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Foto: Fabio Rossi Cavalcanti

200~300pb

~100pb
—

Figura 6.Perfil de fragmentacéo utilizando os produtos da amplificacdo da regido
B-tubulina com as enzimas Haelll e Cfol. Eletroforese em gel de agarose 3%. Legenda:
(M) Marcador de peso molecular - 100pb; Colunas grifadas em verde: isolados clivados
com Haelll; Colunas grifadas em vermelho: ambos isolados ndo demonstraram um
padrao de restricdo consistente com Cfol atuando em seus produtos de PCR de
B-tubulina.
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Conclusoes

1. Os iniciadores ITS1 e ITS4; Bt2a e Bt2b; e EF-1a 728 e EF-1a 1567
permitem a amplificagdo do DNA dos isolados gauchos de Lasiodiplodia theo-
bromae, assim como o obtido em Jales/SP;

2. Os produtos de PCR obtidos sdo de, aproximadamente, 600pb para
a regidao ITS, 500pb para a regido de B-tubulina e 900pb para a regido de
EF-1q;

3. Para L. theobromae, ha padrdes de restricdo especificos apos digestao
das regides amplificadas de ITS e B-tubulina com as enzimas Haelll e Cfol,
capazes de promover a identificagdo do fungo;

4. Sequéncias nas regides ITS(1/2) e B-tubulina do DNA gendmico de L.
theobromae, obtidas de amostras de videira com podriddo descendente no
Rio Grande do Sul e Jales/SP, mostram alta similaridade a entradas deposi-
tadas no GenBank (NCBI) do mesmo taxon;

5. A abordagem de filogenia em maxima parciménia (MP), com as duas
regides em estudo concatenadas, revela um agrupamento comum aos iso-
lados de Antbénio Prado/RS e Jales/SP conjuntamente a isolados da China e
EUA. A mesma abordagem sugere uma divergéncia filogenética significativa
do agrupamento com relagéo ao isolado de Bento Gongalves/RS, dando um
indicativo de que pode haver diversidade genética desses patégenos em vi-
nhedos gauchos, a despeito de sua baixissima prevaléncia na regiao.
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