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RESUMO

Sessenta e oito isolados de Phaeomoniella chlamydospora, obtidos maioritariamente na regido demarcada do
Dédo, a partir de videiras com sintomas de esca e de doenca de Petri, foram analisados quanto a sua
diversidade fenotipica e molecular a fim de apurar a variabilidade intraespecifica. Foram avaliados
parametros fenotipicos das coldnias dos isolados, tais como textura, cor, didmetro, zonagem, tipo de margem
e ainda a morfologia das hifas. A caracterizagdo molecular incidiu na sequenciacdo da regido ITS total e
alinhamento das sequéncias, tendo sido feitas analises moleculares com o objetivo de inferir relacfes
filogenéticas entre os isolados, usando 0 método de ML (Maximum Likelihood).

Tanto as analises fenotipica como molecular diferenciaram dois grupos de isolados, ndo coincidentes entre si.
As analises revelaram igualmente uma elevada homogeneidade entre os isolados, independentemente da sua
origem geografica, do ano de isolamento e da combinagdo casta / porta-enxerto. Em suma, a hip6tese de uma
estratégia de reproducdo clonal para esta espécie foi novamente comprovada para a populacdo de
Phaeomoniella chlamydospora em estudo.
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1- INTRODUCAO

A esca é considerada, na regido demarcada do D&o, a semelhanca do que acontece noutras
regides viticolas do globo a sua mais importante doenca do lenho (TOMAZ et al., 1989;
SOFIA et al., 2006, 2013). Trabalhos recentes identificam Phaeomoniella chlamydospora
(W. Gams, Crous, M.J. Wingfield & Mugnai) Crous & W. Gams e Phaeoacremonium spp.
(principalmente Phaeoacremonium aleophilum W. Gams, Crous, M.J. Wingf. & L.
Mugnai), como 0s mais importantes agentes patogénicos relacionados com o complexo da
esca e da sua manifestacdo em plantas jovens (doenca de Petri) (CROUS e GAMS, 2000).
Contudo, P. chlamydospora € a espécie isolada com maior frequéncia (MUGNAI, 1998;
CLEARWATER et al., 2000; PASCOE e COTTRAL, 2000; WHITEMAN et al., 2002),
sendo por isso considerada como a principal associado a doenca de Petri (RIDGWAY et
al., 2005; LAVEAU et al., 2009; POUZOULET et al., 2013).

TELLO et al. (2010) efetuaram a caracterizacdo fenotipica de 57 isolados de P.
chlamydospora de origem espanhola, tendo verificado haver homogeneidade fenotipica
entre todos os isolados estudados, independentemente da sua origem geografica, ano de
isolamento ou da combinagéo porta-enxerto/casta.

A regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do rDNA ¢é a regido mais frequentemente

sequenciada em fungos (PEAY et al., 2008) e, tem sido repetidamente proposta como o
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marcador universal primario de fungos, devido a alta precisdo na identificacdo de fungos e
a forte definicdo entre variagdo interespecifica e intraespecifica que permite obter
(KORABECNA, 2007; SCHOCH et al, 2012). Adicionalmente, a utilidade da regido ITS
ja foi demonstrada para a classificacdo taxondmica correta de P. chlamydospora (CROUS
e GAMS, 2000).

Sem teleomorfo descrito para P. chlamydospora até a data, € geralmente aceite que a
reproducdo desta espécie é estritamente clonal, sendo esta estratégia de reproducédo
suportada pela elevada homogeneidade das populacbes estudadas em diferentes locais
geograficos, com destaque para Espanha (COBOS e MARTIN, 2008; TELLO et al.,
2010), Franca (BORIE et al., 2002; SMETHAM et al., 2010), Italia (TEGLI et al., 2000a,
2000b), Africa do Sul (MOSTERT et al., 2006) e Nova Zelandia (POTTINGER et al.,
2002; SMETHAM et al., 2010).

TEGLI et al. (2000a), recorrendo a analises por RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) e ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat Analysis), reportaram um elevado nivel de
homogeneidade genética entre 15 isolados italianos. BORIE et al. (2002) descreveram
idénticos niveis de diversidade entre, respetivamente, 72 e 34 isolados, provenientes de
duas regibes francesas distintas, recorrendo também a analise por RAPD; reportando
também o mesmo com 47 isolados provenientes de uma mesma vinha francesa.
Recorrendo a andlises por RAPD, ISSR, AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) e UP - PCR (Universally Primed - Polymerase Chain reaction),
POTTINGER et al. (2002) verificaram que baixos valores de variabilidade genética
ocorriam entre 39 isolados neozelandeses e seis de origem italiana, sugerindo a ocorréncia
de multiplas introducdes de populagdes fungicas estrangeiras nas vinhas da Nova Zelandia.
MOSTERT et al. (2006), usando AFLP, concluiram que populacdes da Africa do Sul,
Australia, Franca, Irdo, Italia, Nova Zelandia, Eslovénia e EUA, apresentavam pequena
diversidade genética. Verificou-se também que a variabilidade genética entre diferentes
regides de producédo ndo era significativa, concluindo que as infe¢6es tinham sido causadas
por diferentes fontes de inéculo. COBOS e MARTIN (2008) e TELLO et al. (2010)
reportaram baixa diversidade genética entre, respetivamente, 35 e 57 isolados espanhdis,
recorrendo a ISSR, RAPD e pela anélise da regido ITS, dos genes da B-tubulina e EFla
(elongation factor 1-a). Recentemente, SMETHAM et al. (2010) utilizando 60 isolados do
sul da Austrdlia e 67 provenientes do sul de Franca, analisaram os loci de 18
microssatélites, concluindo estarem perante uma situacdo de baixa recombinacéo genética

e que estas populacfes possuiam essencialmente uma estrutura clonal.



O presente estudo tem como objetivo a avaliacdo e divulgacdo nacional da variabilidade
morfolégica e molecular intraespecifica de uma colegdo de 68 isolados de P.
chlamydospora portugueses dos quais 47 da regido demarcada do Déo.

2 - MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho foram analisados 68 isolados de P. chlamydospora maioritariamente
provenientes da regido do D&o (SOFIA et al., 2015) e obtidos a partir de plantas com
sintomas de esca ou de doenca de Petri. O isolamento foi efetuado a partir das tipicas
lesGes no lenho de cor negra, normalmente associadas a presenca deste agente patogénico
(LARIGNON e DUBOS, 1997) em meio de malte agarizado a 2% (MA, Difco, Beckton,
Dickinson e Co.). Os procedimentos efetuados para a caraterizacdo fenotipica das culturas
(aspeto cultural, coloracdo, frente de crescimento, zonagem e a morfologia das hifas) e
caracterizacdo molecular estdo descritos em SOFIA et al. (2015). As sequéncias obtidas
foram depositadas no GenBank (com os numeros de acesso: KP886950 — KP887017)
tendo sido comparadas com as sequéncias das bases de dados de nucleétidos do “National
Center of Biotechnology Information” recorrendo a ferramenta “Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST)”. Para a analise filogenética, utilizou-se como “outgroup” Eutypa
lata (Genbank: KF453558.1).

3 - RESULTADOS

3.1 - Caracterizacao fenotipica

Apo6s um periodo de incubacdo de 30 dias, em 2% MA, sob condi¢Bes de obscuridade e
temperatura de 25 °C, todos os isolados em estudo (68 isolados) formaram as culturas
tipicas de P. chlamydospora. Varia¢fes observadas na morfologia das culturas permitiram
0 estabelecimento de dois grupos distintos (Tabela 1): o grupo | com 45 isolados que se
caracterizava por ter micélio feltroso, verde-olivaceo, frente de crescimento regular e com
predominio de hifas filamentosas e micélio aéreo ralo e, o grupo I, com os restantes 23
isolados, que apresentava micélio feltroso, verde-olivaceo com frente de crescimento
branca, crescimento regular e com predominio de hifas filamentosas e micélio aéreo ralo.
Todos os isolados produziram conidios e clamidosporos tipicos da espécie, com taxas de
esporulacdo, taxas diarias de crescimento micelial e didmetros médios de culturas

registadas na Tabela 2.



Tabela 1 - Caracteristicas culturais e morfoldgicas de 68 isolados de Phaeomoniella
chlamydospora em 2% MA (malte agar) ao fim de 30 dias, sob condi¢6es de obscuridade e
temperatura de 25 °C

Culturas Aspeto Frente de Morfologia das

Cor Zonagem hifas e micélio

Grupo Isolados -
cultural crescimento

em MA?

| 1,2,3,4,5,9,13, 14,
15,16, 17, 18, 21, 23,
24,26, 27, 28, 30, 33,
35, 39, 40, 42, 43, 44,
45, 47, 48, 49, 50, 51,
52, 53, 55, 56, 58, 59,
60, 61, 62, 64, 65 68, 69

feltroso verde-olivaceo regular ausente predominam
hifas filamentosas

com micélio aéreo
ralo

I 6,7,8,10, 11,12, 19,
20, 25, 29, 31, 32, 34,
36, 37, 38, 41, 46, 54,

57, 63, 66, 67

feltroso  verde-olivaceo, regular ausente predominam
frente de
crescimento
branca

hifas filamentosas

com micélio aéreo
ralo

# — 2% malte agar, face superior

Tabela 2 - Valores médios, maximos e minimos, da taxa de crescimento micelial diaria
(mm), a 25 °C, sob condic6es de obscuridade e, do crescimento micelial (mm) a 25 °C, ao
fim de 30 dias, sob condigdes de obscuridade para o conjunto de 68 isolados
Phaeomoniella chlamydospora em estudo

Média + §° Maximo Minimo
Parametros fenotipicos Grupo | Grupo Il Grupo!l Grupoll Grupol Grupoll
Taxa de crescimento
micelial diaria 0,68™ +0,13 0,68™+ 0,11 0,98 0,93 0,48 0,50
Crescimento micelial ao
fim de 30 dias 20,54™+£390 20,52™ +3,50 29,3 27,87 14,31 14,83

# - valores médios + desvio padrdo de dois conjunto de seis réplicas para cada isolado;
"™ - valores ndo significativamente diferentes calculados usando teste t (o = 0.05).

3.2 - Identificacdo molecular e caracterizacéo filogenética

As sequéncias da regido ITS obtidas foram comparadas com as sequéncias de referéncia de
P. chlamydospora depositadas na base de dados do NCBI. Para o conjunto dos isolados
estudados obtiveram-se valores de coeficiente de similaridade de 99%, para todas as
sequéncias com excecao do isolado 61 que apresentava um coeficiente de similaridade de
100%. Estes valores sdo adequados para a identificagio molecular dos isolados
(LANDEWEERT et al., 2003). A sequéncia ITS completa de cada isolado foi analisada
para inferir possiveis relacfes intraespecificas recorrendo a estimativa por ML (Maximum
Likelihood) (Figura 1).
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Figura 1 - Arvore de “Maximum Likelihood” apés alinhamento das 68 sequéncias da
regido ITS obtidas neste estudo com Eutypa lata (KF453558) como “outgroup”. As
percentagens de “bootstrap” sdo indicadas para cada 1000 interacdes e a escala ¢
representativa de substituicdes por local/site.

Os resultados mostram uma separacdo entre dois grupos distintos: um grupo de 33 isolados
com um “bootstrap” de 65% e um segundo grupo de 35 isolados separados do primeiro
grupo com um “bootstrap” de 80%. A separacdo destes dois grupos ocorreu devido a um



SNP (Simple Nucleotide Polymorphism), nas posi¢cdes 429 (T/A) e 497 (T/C). Verificou-se
que um SNP na posicdo 534 (C/A) separava o isolado 37 do resto do seu grupo
(“bootstrap” de 100%).

4 - DISCUSSAO

Vaérios estudos analisaram isolados de P. chlamydospora obtidos em Portugal (CHICAU et
al., 2000; REGO et al., 2000; SANTOS et al., 2006; SOFIA et al., 2013), fornecendo,
contudo, pouca informacdo sobre a variabilidade fenotipica e molecular da espécie, pelo
que no presente trabalho se efetuou o estudo de 47 isolados de P. chlamydospora
provenientes do Do e 21 de outras regides vitivinicolas portuguesas.

Verificou-se pequena variacdo fenotipica entre os 68 isolados de P. chlamydospora
provenientes do Dao e de outras regides viticolas portuguesas. Varios trabalhos, focando
as caracteristicas morfoldgicas de isolados de P. chlamydospora conduzidos em diferentes
paises, demonstraram um baixo grau de variacdo fenotipica (DUPONT et al., 1998;
WHITING et al., 2001, 2005; SANTOS et al., 2006; TELLO et al., 2010). COMONT et
al. (2010), em Franca, reportaram a coexisténcia de duas linhagens clonais predominantes.
Contudo as caracteristicas morfoldgicas analisadas permitiram agrupar os 68 isolados em
dois morfotipos de acordo com o aspeto macromorfolégico das culturas. Nos grupos
formados, os isolados do D&o surgem par a par com isolados de outras regides, nao
havendo uma correspondéncia evidente com a combinacdo porta-enxerto/casta, ano de
isolamento ou origem geogréfica.

TELLO et al. (2010), trabalhando com isolados de origem espanhola e SOFIA et al.
(2013), com isolados portugueses, verificaram maiores taxas de esporulagdo e de
crescimento diario, face aos obtidos no presente trabalho. Estas diferencas serdo
provavelmente devidas a utilizacdo de um meio de cultura mais pobre e que,
contrariamente ao meio utilizado em TELLO et al. (2010), ndo proporciono taxas de
esporulacdo e crescimento superiores as obtidas.

A baixa variabilidade fenotipica observada nas populagbes portuguesas de P.
chlamydospora serd, provavelmente, uma consequéncia da predominancia da reproducédo
clonal associada a esta espécie dando a indicacdo de que diferentes critérios serdo
necessarios para diferenciar a estrutura da populacéo de grandes conjuntos de isolados.

A anélise das sequéncias ITS agrupou os 68 isolados em dois grupos distintos tendo em
conta modificagcbes nos nucleotidos nas posi¢es 429 (T/A) e 497 (T/C). Resultados

semelhantes foram verificados para populagdes espanholas por COBOS e MARTIN



(2008), com as diferencas ocorrendo nas posicGes 369 (T/A) e 438 (T/C). Verificou-se
também que o isolado 37 se encontrava separado do grupo Il por um SNP na posi¢do 534
(C/A). As trocas (T/A) e (T/C) parecem, de uma forma preliminar, estar presentes em
varias populacées mundiais e serem 0s SNPs dominantes para esta espécie (dados nédo
publicados).

Uma vez que trés linhagens clonais de P. chlamydospora foram detetadas, os resultados
sugerem que diferentes fontes de indculo poderdo ter sido introduzidas, nomeadamente
através de material de propagacdo como porta-enxertos, enxertos-prontos e/ou garfos
(RETIEF et al., 2006; WHITEMAN et al., 2007).

Os resultados obtidos estdo em concordancia com estudos anteriormente realizados na
Nova Zelandia, Espanha, Australia e Franca (TEGLI et al., 2000a, 2000b; BORIE et al.,
2002; POTTINGER et al., 2002; MOSTERT et al., 2006; COBOS e MARTIN, 2008;
SMETHAM et al. 2010; TELLO et al., 2010). Verifica-se também nao haver uma
correlagdo entre os grupos formados de acordo com as carateristicas morfolégicas e os
“clusters” genéticos. A reproducdo clonal tem sido descrita para esta espécie (TEGLI et al.,
2000a, 2000b; BORIE et al., 2002; POTTINGER et al., 2002; MOSTERT et al., 2006;
COBOS e MARTIN, 2008; SMETHAM et al., 2010; TELLO et al., 2010), no entanto,
como sugerido por BORIE et al. (2002), recombinacdes por via de um ciclo parassexual
podem ocorrer, explicando a pequena variabilidade genética encontrada.
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