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RESUMO

A maioria das videiras sdo propagadas por enxertia, porém os porta-enxertos utilizados no
manejo da poda dupla sdo suscetiveis a podriddo radicular, principalmente em viveiros no sul
de Minas Gerais, Brasil. O agente etiologico da podridao radicular ainda é desconhecido, porém
andlises preliminares indicam a associacdo constante do género Fusarium. A confirmagdo do
agente causal desta doenca é extremante necessario para medidas de controle eficazes. Dessa
forma, o objetivo da presente pesquisa foi determinar o agente causal da podridao radicular da
videira. O teste de patogenicidade foi conduzido utilizando-se 10 isolados do género Fusarium,
proveniente de mudas com porta-enxertos IAC766 e IAC313 que apresentavam sintomas de
podriddo radicular. Estacas de videira proveniente do porta-enxerto IAC766 obtidas em
vinhedos na Empresa de Pesquisa Agropecuéaria de Minas Gerais (EPAMIG) foram enraizadas
e utilizadas para a inoculacdo dos isolados em casa de vegetacdo. A base do caule do porta-
enxerto foi lesionada antes da inoculacdo e algodao estéril umedecido foi acondicionado ao
lado oposto a fim de manter a umidade e facilitar o processo de infec¢do. Sobre a lesdo foi
aderido o micelio fangico contendo meio batata-dextrose-agar (BDA) (& 5,0 mm), na qual o
grupo controle foi composto por plantas inoculadas apenas com BDA. O delineamento
inteiramente casualizado foi utilizado com seis plantas por repeti¢do. Cerca de 90 dias ap6s a
inoculacdo, os caules e as raizes das mudas foram cortados parar exame dos sintomas em
microscopio estereoscopio e o agente causal reisolado de fragmentos sintomaticos. Analises de
microscopia eletrénica de varredura também foi realizado para corroborar com os resultados
obtidos, determinando o perfil da composi¢do quimica dos porta-enxerto apos 0 experimento.
Apds a realizacdo dos ensaios, foi constatado trés isolados (JM040, JM041 e JM037) como
possiveis agentes causais da podriddo radicular da videira. Os isolados JM040, JIM041 e JIM037
foram os mais virulentos, com incidéncia de 100% das plantas, apresentando escurecimento do
feixe vascular. O perfil quimico do porta-enxerto 766 apds inoculacdo de Fusarium, atestou
atividade de defesa da planta com o aumento da concentracdo de silicio (Si) nos feixes
vasculares da planta. A identificacdo destes isolados a nivel molecular sera importante para
conhecer a(s) especie(s) que esta(do) ocasionando a podriddo radicular de mudas em videira,
bem como sua biologia e ecologia nos vinhedos.

Palavras-chave: Fusarium spp., Patogenicidade, Porta-enxertos, Uva, Vitis vinifera L.,
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1 INTRODUCAO

A videira (Vitis vinifera L.) destaca-se por sua elevada importancia econdmica e por
seus frutos apresentarem excelente qualidade com ampla diversidade morfoldgica e genética,
sendo uma das culturas agricolas mais antigas do mundo, cultivada principalmente para a
producdo de frutas de mesa, frutas secas, suco e vinho (OLIVEIRA et al., 2020; MILOVANOV
et al., 2019). No sudeste brasileiro concentram-se a producdo de uvas para a elaboracao de
vinhos finos, durante o outono-inverno, empregando-se 0 manejo de dupla poda (REGINA et
al., 2010; FAVERO et al., 2011; ALMEIDA JR et al., 2019).

No Sul de Minas Gerais, a producdo comercial de estacas enxertadas é realizada por
enxertia mecanica e esse processo envolve a refrigeracdo das estacas enxertadas a 4°C, ap0s
retirada do viveiro, por um periodo de 2 meses. Este procedimento quebra a dorméncia e
conserva as estacas enxertadas antes do plantio definitivo no campo (REGINA et al., 2012).
No entanto, durante a producdo comercial em viveiros, varios fitopatdgenos podem afetar
negativamente o pegamento de mudas dos porta-enxertos de cultivares de videiras comercialis,
reduzindo a produtividade e vigor, como a podridao radicular de mudas (ARMIJO et al., 2016).

A podriddo radicular € uma doenca que tem um impacto significativo na producéo
agricola global. Dependendo do agente causal, da suscetibilidade do hospedeiro e das
condicbes ambientais, as perdas de colheitas podem variar desde o limiar econdmico até a perda
de campos completos (WILLIAMSON-BENAVIDES e DHINGRA, 2021). Nas estacas de
videira, a podriddo radicular ocorre durante a refrigeracdo e causa a morte das estacas
enxertadas afetadas no campo. Observacoes dos técnicos do NTEUV indicam que a podriddo
radicular € mais comum nos porta-enxertos hibridos IAC313 e IAC766, que estdo entre os mais
utilizados devido ao seu alto desempenho no sistema de manejo de poda dupla (REGINA et
al.,, 2012; DIAS et al.,, 2017; SOUZA et al., 2020), alto vigor e resisténcia a filoxera
(Daktulosphaira vitifoliae) (LEAO et al., 2020).

As andlises da alteracdo morfoldgicas e composicdo quimica dos tecidos doentes sdo
importantes ferramentas na geracdo de informacdes que possibilitam a identificacdo do agente
causal, danos ocasionados, atividade de patogenicidade e compreensdo do sistema de defesa
das plantas, que posteriormente dardo suporte no desenvolvimento de um controle eficaz
(CALDWELL e IYER-PASCUZZI, 2019; ROCHA et al., 2022). Diante do exposto, objetivou
se determinar o agente causal da podridao radicular em mudas de videira verificando as

alterac6es morfoldgicas e quimicas induzidas em estacas de videira.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéncia da videira

A producdo de Vitis vinifera L. tem grande destaque tanto para a producdo alimentar
mundial quanto a nivel econdmico. Estima-se que em 2019 a area total de cultivo da videira
para todos os usos (vinho, uva de mesa e passas) é de 7,4 milhGes de hectares, de acordo com
a Organizacdo internacional da Vinha e do Vinho (OIV) (PIRRELLO et al.,, 2023). As
cultivares de videira europeia sdo as mais cultivadas no mundo por apresentarem frutos com
alta qualidade e, sdo utilizados principalmente para a producdo de frutas secas, sucos e na
fabricacéo de vinhos finos e espumantes. (DE OLIVEIRA et al., 2020).

No Brasil, o cultivo da videira também tem grande importancia econémica e ocupa uma
area de aproximadamente de 84 mil hectares, com uma producdo de 1,4 mil toneladas, deste
montante cerca de 40% ¢é destinado para a producdo de vinhos. A regido Sul se destaca na
producdo de uva, porém nos Ultimos anos outras regides do pais ganharam espaco no cultivo
da videira e realizam um papel de destaque no cenario da producédo de uva no Brasil (WURZ;
BRIGHENTI, 2019). A regido sudeste, por exemplo, apresenta excelente capacidade para
producdo de uvas com qualidade, utilizando o manejo de dupla poda com o intuito de melhorar
a qualidade das uvas alterando o seu periodo de colheita. (REGINA et al., 2010).

A técnica mais empregada hoje para a producdo comercial de mudas de videira é a
enxertia de mesa e, 0s principais estados produtores sdo Minas Gerais e Rio Grande do Sul,
com producéo de aproximadamente 1 milhdo e quinhentas mil mudas por ano (REGINA et al.,
2012).

2.2 Propagacao Vegetativa de Videira

Enxertia: a enxertia € um método utilizado para propagacao vegetativa de plantas, é
amplamente utilizada na fruticultura e horticultura e, consiste no principal método para
producdo comercial de mudas de videira. E realizado por meio da uni&o da copa com o porta
enxerto, de modo que estabeleca uma conexao vascular, acarretando na formacgéo de uma nova
planta com caracteristicas dos dois componentes. O objetivo da utilizacdo deste método € de

melhorar o rendimento das plantas e proporcionar resisténcia a estresses bidticos e abioticos,
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além disso tém influéncia direta na duracdo dos estadios fenoldgicos, estrutura da copa,
crescimento e qualidade dos frutos. Foi adotada na producéo de videira devido a ocorréncia de
filoxera (Daktulosphaira vitifoliae), que € um inseto sugador de seiva que destréi as raizes das
plantas e, a partir deste acontecimento os produtores da Europa tiveram que alterar o modo de
propagacao das videiras. Posteriormente a este fato foram estudados alguns porta enxertos de
videiras americanas que eram resistentes a doenca, a partir deste momento comegou-se a
produzir mudas de videira enxertadas com o porta enxerto de videira americana como solucao
eficaz contra a praga e, além disso oferecem alternativa contra problemas de doencas
transmitidas pelo solo. A principal técnica de enxertia utilizada é a enxertia de mesa e, para
garantir o0 seu sucesso é preciso se atentar as condi¢es fitossanitarias do local, escolher a copa
e 0 porta enxerto que sejam compativeis e que atendam as necessidades do vinhedo e realizar
a enxertia de maneira correta, para que no campo a muda se desenvolva adequadamente e
produza frutos de qualidade (SALAMA et al., 2023),(BEKAR, 2019),(TEDESCO et al., 2022).

Estaquia: a estaquia € um método de propagacao vegetativa utilizada na producéo
comercial de mudas de frutiferas e tem por objetivo promover o enraizamento de partes da
planta, que podem ser ramos, raizes e folhas. E amplamente utilizado na producéo de mudas
de videira por ser um método simples, rapido, econdmico e que ndo necessita de locais amplos
para a sua realizacdo. Alguns fatores podem afetar o enraizamento das estacas e, podem ser
internos ou externos. Os fatores internos que afetam o enraizamento das mudas referem-se a
idade e maturidade do tecido e a formacdo de calos e raizes adventicias. Os fatores externos
estdo ligados ao meio de cultivo das estacas, tratamentos quimicos, hormonios, luz,
temperatura e tratamento mecanico (JALETA, 2019),(KUMAR SINGH, 2020).

2.3 Doencas da videira

A videira é uma frutifera que pode ser afetada por varios patdgenos que causam doencas
durante todo o seu ciclo, causando baixa qualidade nos frutos. Dentre esses patdgenos, 0s mais
importantes sdo mofo cinzento (Botrytis cinera), oidio (Erysiphe necator) e mildio
(Plasmopara viticola) (ARMIJO et al., 2016).

Mofo Cinzento (Botrytis cinera): patdgeno necrotrofico, que se alimenta de
hospedeiros senescentes e, para isso apresenta caracteristicas de viruléncia que acarreta em
morte do seu hospedeiro, como a producdo de proteinas efetoras, toxinas e enzimas, a producao
dessas substancias afeta a capacidade de defesa da planta e a torna susceptivel ao ataque do
patdgeno. Pode causar em perdas de producéo de 30% ao ano e em casos mais agravantes pode
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gerar perdas de 50%. As condi¢des ambientais favoraveis para a ocorréncia da doenca sao
temperaturas amenas e alta umidade relativa do ar. Os sintomas aparecem principalmente nos
cachos de uvas que quando infectados apresentam uma podriddo mole com odor desagradavel.
E uma doenca que também pode ocorrer em pos colheita. O método de controle mais utilizado
é 0 uso de fungicidas, porém se usados indiscriminadamente podem causar resisténcia do
patdgeno aos principios ativos, além de causar danos ambientais e a saide humana. Por isso,
deve-se rotacionar os mecanismos de acdo dos fungicidas e buscar outros métodos de controle
da doenca como por exemplo a utilizacdo de variedades resistentes e, como o patégeno pode
afetar o fruto na pés colheita é necessario utilizar métodos de controle que protejam o fruto nas
etapas de armazenamento, transporte e comercializacdo. (YOUSSEF & ROBERTO, 2021)
(LOVATO etal., 2019) ;(LI et al., 2021) ;(SUN et al., 2021).

Oidio (Erysiphe necator): patégeno biotréfico obrigatério, que afeta galhos, folhas e
frutos da planta. Porém os tecidos jovens podem ser mais susceptiveis ao patégeno causando
um crescimento branco na superficie do tecido do hospedeiro. Condicdes favoraveis para a
germinacao dos conidios na superficie das folhas sdo temperatura entre 20 a 27°C. Ocorre perda
de qualidade dos frutos e reducdo do rendimento, diminuindo o teor de agUcar e acidez. A alta
incidéncia dessas doencas faz com que muitos produtores de uva sejam dependentes de
produtos quimicos, ja que seu controle depende de varias aplicacdes durante o ciclo da cultura
e, 0 seu uso pode acarretar em perda de qualidade na producdo do vinho pois os fungicidas
podem alterar o seu gosto. Além disso, o uso de fungicidas de mesmos mecanismos de acao
pode acarretar em uma resisténcia da planta aos quimicos, por isso € importante que seja feita
uma rotacdo de principios ativos para controle eficaz da doenca em videiras. (ARMIJO et al.,
2016) (GOYAL et al., 2020). (LUKSIC et al., 2022) (FAYYAZ et al., 2021) (YU et al., 2019).

Mildio (Plasmopara viticola): um dos principais patogenos causadores de doenca na
videira. E um oomiceto biotréfico que infecta todas as partes verdes da planta como folhas,
inflorescéncias e cachos. Os danos do patdgeno afetam a qualidade causando danos diretos as
bagas, além de perdas quantitativas. Os sintomas da doenca podem aparecer como lesdes nas
folhas de cor amarela ou marrom-avermelhadas na face adaxial e, crescimento de cor branca
na face abaxial, podem ter um aspecto oleoso que se localiza entre as nervuras da planta. As
condicOes favoraveis para a ocorréncia da doenca sdo temperaturas amenas e alta umidade
relativa do ar e molhamento foliar. O ciclo bioldgico do patdgeno apresenta uma fase assexuada
gue acontece no periodo vegetativo e uma fase sexuada, que € responsavel pela sobrevivéncia
do patégeno durante o inverno. Em regifes temperadas, 0s odsporos sdo a fonte primaria de
indculos. O controle da doenga é feito principalmente com o uso de fungicidas, porém o seu
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uso indiscriminado pode acarretar em perdas de qualidade das uvas além de selecionar
organismos resistentes, que torna o uso de quimicos cada vez mais limitado e, por isso, deve-
se controlar o patdgeno utilizando outros métodos de controle além do uso de agrotoxicos,
como por exemplo a producdo em cultivo protegido. (TOFFOLATTI et al., 2018) ;(BOSO et
al., 2014) ;(NASCIMENTO-GAVIOLI et al., 2020) ;(GOYAL et al., 2021).

Doencas do tronco da videira: além da ocorréncia de doencas foliares a videira
também pode ser afetada por doencas do tronco, como Eutypa, Botryosphaeria diebacks e
doenca de Esca. A ocorréncia destas doencas associadas ao tronco da videira afeta
negativamente no crescimento, rendimento e na qualidade da videira, e se caracteriza por ser
de progressdo lenta, ou seja, 0s sintomas podem aparecer depois de anos apos a infeccdo. Os
sintomas podem apresentar diferencas ao longo dos anos, este fato pode estar relacionado com
ocorréncia de estresses bioticos e abidticos. Estas doencas podem ser causadas por diferentes
tipos de fungos que atacam os tecidos lenhosos da videira. Na familia Botryosphaeriaceae estdo
incluidas as espécies Neofusicoccum parvum, Diplodia seriata, Diplodia
mutila e Botryosphaeria dothidea, além disso, Phaeomoniella
chlamydospora, Phaeoacremonium spp., e outros géneros e espécies de fungos tém sido
associados as doencas do tronco da videira. Estes fungos penetram na planta por meio de
ferimentos de poda, danos causados por insetos e rachaduras naturais no tronco da planta. Os
sintomas da doenca se caracterizam por deteriorar o sistema vascular da planta, afetando o
desenvolvimento de estruturas vegetativas e, consequentemente, acarreta da reducdo drastica
no rendimento, aumentando os custos de producdo e prejuizos econémicos. Os sintomas
também podem aparecer na parte aérea da planta, pois os fungos podem produzir metabolitos
secundarios com atividade fitotdxica, que sdo translocados para as folhas através do xilema.
Para que o controle dessas doencas seja efetivo € necessario realizar 0 manejo por meio de
métodos de controle fisicos, quimicos e bioldgicos (JIHANE KENFAOUI et al., 2023),
(MUNTEAN et al., 2022).

Além dos patogenos citados, ha a ocorréncia da podriddo radicular em mudas de videira
produzidas comercialmente por meio da enxertia, principalmente em viveiros no sul de Minas
Gerais. O agente acusador da doenca ainda é desconhecido, porém analises mostram uma
associacdo com o género Fusarium (Nucleo Tecnoldgico da Uva e do Vinho EPAMIG -
NTEUV).
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2.4 Fusarium

O género Fusarium é um dos mais estudados do reino fangico e, apresenta uma
diversidade morfologica e filogenética que da a ele a capacidade de causar diversas doencas
em plantas importantes no cenario agricola (EZRARI et al., 2021). Muitas espécies do género
Fusarium podem ser encontradas no solo e, podem ser parasitas, endofiticos e patégenos de
plantas (AOKI; O’DONNELL; GEISER, 2014). Além disso, algumas espécies podem se
disseminar por meio de goticulas de agua da chuva e pela agua utilizada na irrigacdo, como
também por meio do vento podem atingir longas distancias causando perdas econdémicas em
areas cultivadas (RAMPERSAD, 2020). Varios fatores podem influenciar no crescimento,
sobrevivéncia, disseminacéo e incidéncia do fungo, como por exemplo a susceptibilidade do
hospedeiro e as condicdes climéticas e, consequentemente, podem agravar os sintomas da
doenca. Além disso as diferentes espécies do fungo podem responder de maneiras distintas as
variacOes climaticas, e as que mais influenciam nessa diversidade sdo a temperatura e umidade.
Portanto, a ocorréncia da doenca depende principalmente de condi¢des ambientais favoraveis,
que tornam o hospedeiro suscetivel a entrada do patégeno (DOOHAN et al., 2003).

Por meio de técnicas de sequenciamento molecular foi possivel identificar mais de
trezentas espécies fitopatogénicas dentro do género Fusarium (REFs). As ferramentas
moleculares permitiram agrupar as espécies fitopatogénicas de Fusarium em quatro
complexos: complexo de espécies F. solani, F. solani sensulato, em que as espécies sdo
responsaveis pelo apodrecimento de raiz em varios hospedeiros; complexo de espécies F.
oxysporum, que sao as espécies causadoras de murcha vascular e podriddo radicular e incluem
mais de 100 formagdes especiais (f. sp.); complexo de espécies F. graminearum e complexo
de espécies F. fujikuroi (EZRARI et al., 2021).

O uso de técnicas moleculares para a identificacdo de fungos € um método amplamente
utilizado para obter respostas seguras e assertivas quanto a identificacdo de espécies
fitopatogénicas. A técnica mais utilizada é o sequenciamento do DNA, com o uso de primers
especificos para espécies (MISHRA et al., 2002). O processo de identificacdo de espécies do
género Fusarium é demorado e necessita de técnicas moleculares para uma identificacdo segura
e eficiente. Varios genes séo utlizados como o fator de alongamento de traducéo-1 alfa (EF-
la), calmodulina, o/B-tubulina e a regido do espacador transcrito interno (ITS) do DNA
ribossdomico (rDNA) foram avaliados como ferramentas moleculares de diagnostico para
identificar isolados de Fusarium (CAO et al., 2018).
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O género Fusarium causa doencas que afetam tanto na qualidade dos frutos da videira
como em termos econdmicos. O fungo pode penetrar nos tecidos radiculares e levar a morte.
A viruléncia da doenca pode ser afetada também por organismos, como 0s insetos que
provocam ferimentos na planta, tornando-as mais susceptiveis a entrada do Fusarium. (BRUM
etal., 2012).

Os sintomas causados por Fusarium spp. nas videiras sdo: murcha, podriddao e
escurecimento dos ramos, amarelecimento e queda de folhas. Além disso, quando o patdégeno
penetra nas raizes, afeta o sistema vascular, prejudicando o transporte de &gua e nutrientes,
ocasionando na morte da planta. Uma forma de controle da doenca € a utilizacdo de cultivares
que tenham certa resisténcia ao fungo, porém o grau de resisténcia encontrado em Vitis vinifera
é baixo e, portanto, ndo deve ser um método de controle utilizado isoladamente. Além disso, o
fungo produz estruturas de resisténcia, os microesclerédios e clamiddsporos, que podem
sobreviver no solo por longos periodos, essa caracteristica do fungo o torna mais dificil de ser
controlado (RUSSI; ALMANCA; SCHWAMBACH, 2022) (BRUM et al., 2012).

2.5 BOX-PCR

BOX-PCR é uma técnica baseada em elementos do gene que se repetem e, € utilizada
para analisar padrdes especificos de grupos obtidos através da amplificacdo por PCR de
elementos que se repetem no DNA. E um método que permite diferenciar grupos de
microrganismos, como fungos, que estao diretamente relacionadas (BILUNG et al., 2018). Esta
é uma variante de PCR palindrdmico extragénico repetitivo (rep-PCR) que usa o iniciador
BOX-ALR. Trata-se de uma impresséo digital que se baseia em sequéncias repetitivas dispersa
BOX, identificado pela primeira vez em Streptococcus pneumoniae. As sequéncias repetitivas
BOX estdo intercaladas por todo o genoma, o0 BOX-PCR é um método capaz de analisar
simultaneamente muitas regides de DNA espalhadas no genoma de microrganismos
(BRUSETTI et al., 2008)

A ampla utilizagéo da técnica de BOX-PCR se da por ser um meétodo répido e barato. Os
padrbes de bandas gerados a partir de BOX-PCR ndo sdo afetados pela idade da cultura dos
organismos que serdo analisados e os resultados gerados a partir desta técnica podem ser
facilmente analisados por meio da utilizacdo da eletroforese em gel de agarose, por exemplo.
Devido a essas caracteristicas, 0 BOX-PCR tem sido uma ferramenta muito utilizada para
estudos de diversidade microbiana. Apesar dos beneficios, a técnica de BOX-PCR apresenta
algumas limitagOes, como baixa resolucdo de bandas e padronizacdo de execugdo para
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comparacdo dos diferentes perfis em diferentes géis. Para superar essas barreiras, é possivel
usar a separacdo de produtos marcados fluorescentes em sequenciador automatizado de DNA,
mas essa melhoria foi aplicada raramente em analises ambientais e limitada a maquinas que

realizam separacdo em longos géis de poliacrilamida (BRUSETTI et al., 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

Isolamento e preservagéo de microrganismos

Mudas da variedade 'Syrah' cultivada no campo da estacdo experimental da EPAMIG
(Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais), localizada na cidade de Caldas, Minas
Gerais, Brasil, com sintomas de podriddo radicular foram coletadas para isolamento de
microrganismos. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e mantidas a 4 °C até
o0 isolamento dos fungos no Laboratério de Fitopatologia Molecular da Universidade Federal
de Lavras (UFLA). Para o isolamento de fungos, fragmentos de tecidos radiculares de plantas
sintomaticas foram esterilizadas superficialmente por imersdo em alcool (70%) por 1 min,
seguida de imersdo em NaClO (1%) por 3 min e finalmente enxaguado trés vezes com agua
estéril. Posteriormente os fragmentos foram transferidos para meio batata-dextrose-agar (BDA)
e incubados a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas. Culturas puras dos microrganismos isolados
foram purificadas e conservadas em glicerol (40%) a - 80 °C e também no método de Castellani
(1939) em temperatura ambiente.

Identificacdo e agrupamento dos microrganismos

A identificacdo preliminar dos isolados a nivel de género foi realizada por meio de suas
estruturas reprodutivas, com o auxilio de microscopio éptico, estereoscopico e literatura
especializada (SEIFERT et al., 2011). Os isolados do género fangico mais prevalente foram
selecionados para extragdo do DNA gndmico e agrupamento por meio de BOX-PCR
fingerprint.

Para a extragdo de DNA, os fungos foram crescidos no meio batata-dextrose (BD)
liquido por aproximadamente 5 dias, com micélio coletado e armazenado a 20 °C.
Posteriormente o micélio foi macerado em cadinho de porcelana em contato com N liquido.
Em seguida, aproximadamente 20 mg do macerado foi transferido para microtubos de 2 mL,
aos quais foram adicionados 800 uL de um tamp&o constituido por: Tris-HCI 200 mM, pH 8,0,
EDTA 0,5M, pH 8,0, NaCl 5M, SDS 10% e b-mercaptoetanol 1%. O macerado foi misturado
ao tampao e os tubos mantidos em banho-maria (70 °C) por 1 h, sendo agitados a cada 10 min.
Apos a incubacédo, foi realizada a precipitacdo das proteinas, adicionando-se 700 pL de

cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v). Em seguida as amostras foram agitadas, por suaves
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inversdes, por 10 min e centrifugados a 14.000 rpm, por 10 min a 4 °C. O sobrenadante de cada
amostra foi transferido para microtubos de 2,0 mL estéril. Para a precipitacdo do DNA, foi
adicionado ao sobrenadante 14 uLL de NaCl SM e 500 pL de isopropanol gelado. Os tubos foram
mantidos a—20 °C por 2 h e, a seguir, centrifugados novamente por 10 min. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado duas vezes com etanol 70 % gelado e seco a temperatura
ambiente na camara asséptica por meia hora. Posteriormente, os acidos nucleicos totais foram
ressuspendidos em 100 ul de agua ultra pura contendo RNAse na concentragdo de 40 pg/ml e
transferidos para um banho—maria por 30 min a 37 °C para a completa ressuspenséo
(AUSUBEL et al., 1992).

O BOX-PCR fingerprint foi realizado em um volume de reagao de 25 puL contendo: 60
ng de DNA gendmico, 2,5 uL. de tampao PCR 1X, 0,75 uL de MgClz 10 mM, 2 uL de primer
(10 pmol; BOXAIR, 5'- CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-3"), 0,5 puL de dNTPs (10
mM de cada) e 0,3 pL de Taq DNA polimerase (5 U/uL, Ludwing Biotecnologia). A mistura
reacional foi amplificada usando um termociclador TC9639 (Loccus, Brasil) com condicgdes de
PCR como segue: uma etapa inicial de desnaturacdo a 95 °C por 3 min, seguida por 35 ciclos
a 95 °C por 1 min, 55°C por 45 seg e 72 °C por 1 min e 30 seg, com extens&o final a 72 °C por
5 min. Os amplicons foram corados com GelRed® (Biotium, USA) e analisados em gel de
agarose a 2,0% em tampdo TAE 1,0x por eletroforese conduzida a 70V durante 4 horas.
Posteriormente, os amplicons de DNA BOX foram visualizados e documentados sob um
transiluminador MiniBIS Pro® (DNR Bio-Imaging Systems, USA). Os tamanhos das bandas
foram atribuidos por comparacéo direta com uma régua de DNA de baixo alcance executada
simultaneamente a mais um marcador de 1 Kb Plus DNA Ladder (Cellco, Brasil). A
comparacao da similaridade genética foi com base em dados comuns de cada banda de BOX-
PCR, que foi realizado na presenca (1) ou auséncia (0) de produtos de PCR amplificados de
mesmo comprimento. Um dendograma foi construido usando o método de agrupamento de
média aritmética de grupos de pares ndo ponderados com o algoritmo de alinhamento

hierarquico.

Teste de patogenicidade

Estacas de videira proveniente do porta-enxerto IAC766 obtidas em vinhedos na
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG) foram enraizadas e utilizadas
para a inoculagdo dos isolados em casa de vegetacdo. O teste de patogenicidade foi conduzido

utilizando-se 10 isolados do género mais prevalente nos isolamentos, proveniente de mudas
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com porta-enxertos IAC766 e IAC313 que apresentavam sintomas de podriddo radicular. A
base do caule do porta-enxerto foi lesionada antes da inoculacéo e algodao estéril umedecido
foi acondicionado ao lado oposto a fim de manter a umidade e facilitar o processo de infeccéo.
Sobre a lesdo foi aderido o micélio fungico purificado contendo BDA (& 5,0 mm) com 7 dias
de crescimento, na qual o grupo controle foi composto por plantas inoculadas apenas com
BDA. Apos 90 dias com a reproducdo dos sintomas de podridé@o radicular, os fungos foram
reisolados das lesbes e comparados com as culturas puras originais para comprovar a
patogenicidade dos isolados de acordo com os postulados de Koch.

Os ensaios foram repetidos duas vezes e conduzidos em triplicata utilizando o
delineamento inteiramente casualizado com 6 repeticbes. As analises estatisticas foram
realizadas no software R (R Core Team, 2023) com os dados submetidos aos testes de
normalidade dos residuos por Shapiro-Wilk e homogeneidade das variancias por Bartlett's. As
diferencas significativas foram analisadas aplicando o teste de Kruskal-Wallis (p < 0.05) com
as medianas comparadas pelo teste de Dunn (p < 0.05) utilizando o ajuste do p-valor por

Bonferroni.

Alteracdes quimicas e morfoldgicas

A composic¢do quimica dos portas-enxertos sadios e sintomaticos foram analisadas em
fragmentos da zona de transicdo entre a raiz e caule, na qual foram cortados com auxilio de
tesoura de poda e aderidos em stubs de aluminio (revestidos de papel aluminio) com fita
adesiva dupla face de carbono devidamente identificados. Esses espécimes foram mantidos em
dessecador contendo silica gel por 24 horas para desidratacdo. Posteriormente, foram levados
a maquina de sputtering (MED 010, Balzer) e cobertos com uma camada de carbono. As
amostras foram observadas em MEV (LEO EVO 40 XVP) acoplada ao sistema de deteccdo
MAX: EDS X-Flash Detector 5010 (Bruker) e analisadas com o software ESPIRIT 1.9
(Bruker). Foram realizado mapeamento qualitativo dos elementos minerais das amostras de
areas com tecido assintomatico e sintomatico da zona de transicdo entre a raiz e caule. As
imagens foram geradas e capturadas digitalmente sob condic¢des de trabalho de 20 kV, distancia
de 9,0 mm, aumento de = 160 vezes e Kcps variando entre 3 e 4. Selecionamos 0s nutrientes
que apresentaram variacdo na distribuicdo ao longo do perfil sintomatico e assintomatico e
elaboramos graficos de distribuicdo.

Para analisar as alteracGes morfologicas dos porta-enxertos sadios e sintomaticos,

fragmentos da zona de transicéo entre a raiz e caule foram cortados com auxilio de tesoura de
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poda e fixados em Karnovsky modificado (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2,5% e tampao
cacodilato de sddio 0,05 M, pH 7,2, CaCI2 0,001M) por Alves et al. (2013), permanecendo
nessa solugéo por 24 horas. As amostras foram entéo lavadas com tampé&o cacodilato (0,05M)
e transferidas para desidratacéo sequencial em acetona 25%, 50%, 70%, 90% por 10 min cada
e 100% 3 vezes por 10 min cada. Posteriormente, as amostras foram submetidas a secagem ao
ponto critico em CO> (Baltec, modelo CPD 030; Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA,
EUA). Os espécimes foram aderidos em stubs de aluminio (revestidos de papel aluminio) com
dupla fita de carbono e aplicado o revestimento em ouro (Balzers SCD 050), sendo mantidos
em dessecador com silica gel até a observacdo (ALVES et al., 2013). As micrografias
eletronicas foram obtidas utilizando Microscopio Eletrénico de Varredura— MEV (LEO EVO
40 XVP, Carl Zeiss, Alemanha) e as imagens processadas utilizando o software CorelDRAW

versao 22.0.
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4 RESULTADOS

O género Fusarium foi o mais prevalente entre os 257 isolados obtidos, com um total
de 95 culturas purificadas, sendo todas as culturas isoladas de mudas de videira com sintomas
da podriddo radicular. Os resultados do BOX-PCR fingerprint indicam uma alta diversidade
de espécies associadas a porta-enxerto sintomaticos de videira, que devera ser comprovada com
analises moleculares de sequenciamento genético em genes especificos para o género (Figura
1).

NedeeoUEeoeEEEEEeEE - &
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Figura 1. Perfil eletroforético das amplificacdes de BOX-PCR dos isolados selecionados. Analise em gel de
agarose 2% corado com GelRed (Biotium, USA). Peso molecular 1kb DNA Ladder.

Devido a associa¢do constante patdgeno-hospedeiro na presenca da doenca, 10 isolados
de Fusarium foram selecionados (JM003, JM013, JM022, JM037, JM040, JM041, JMO046,
JM093, IM104, JIM105) com base em suas caracteristicas morfolégicas como, coloracdo das
colbnias, tamanho de conidioforo, presenca e auséncia de macro e microconidios, tipo de
micélio e crescimento micelial. Verificou-se que os isolados JIM037 (94%), JM040 (100%) e
JMO041 (100%) ocasionaram o escurecimento dos feixes vasculares e foram os Unicos que
diferiram significativamente do tratamento controle, evidenciando a alta capacidade de
viruléncia. Os demais isolados apresentaram baixa incidéncia e apenas o isolado JM013 (0%)
ndo foi considerado patogénico ao porta-enxerto de videira (Figura 2). Entretanto, apesar dos
isolados terem ocasionado esta sintomatologia, 0s sintomas iniciais de podriddo radicular na
qual foram isolados ndo foram reproduzidos.

A andlise por microscopia eletrénica de varredura indicou diferengas morfoldgicas
entre os tecidos de videira sadios e doentes da cultivar IAC 766 (Figura 3). Nos tecidos que
estavam livres de sintomas, verificou-se vasos condutores do xilema sem alteragdes estruturais
(Figura 3A) ou vestigios do patdgeno em seu interior (Figura 3B). Entretanto, em amostras
sintométicas de podriddo radicular, observou-se obstrucdo em quase todos 0s vasos do xilema,
conforme indicados pelas setas (Figura 3C), além de crescimento de micélio fangico no seu
interior (Figura 3D). Foi possivel observar também a presenca de micélio fungico do género
Fusarium, colonizando o feixe vascular do porta-enxerto (Figura 3E), produzindo

microconidios em fidlides longas (Figura 3F).
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Figura 2. Incidéncia de podriddo dos feixes vasculares em porta-enxerto de videira (Vitis vinifera L.)
inoculadas com Fusarium sp. aos 90 dias ap0s a inoculagéo.
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Figura 3. Eletromicrografia de varredura dos vasos do xilema de videira (Vitis vinifera L.) mostrando os danos
ocasionados devido a colonizagdo de Fusarium sp. A: Tecido sadio. B: Xilema sadio. C: Tecido infectado
com material heterogéneo. D: Xilema infectado por Fusarium sp. obstruindo o vaso condutor de seiva bruta.
E: Presencga de hifas de Fusarium sp. no interior do feixe vascular. F: Conidiogénese de Fusarium sp. no
interior do feixe vascular. xi = xilema, hf = hifa, fv = feixe vascular, cn = conidio e cf = conidiéforo.
A microandlise de raios ‘X’ permitiu identificar elementos minerais na composi¢édo dos
tecidos sadios e sintométicos (Figura 4), como a presenca/distribuicdo de silicio no tecido
infectado e sua auséncia em tecido sadio (Figura 4B). Gradientes de calcio no sentido de

xilemas infectados foram observados (Figura 4D), diferentemente em tecidos sadios onde
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apresentava-se distribuido em todo o tecido, com maiores concentracfes na epiderme do porta-

enxerto (Figura 4C). O gradiente de calcio observado no tecido doente, coincidiu com a

presenca de micelio flngico no vaso do xilema (Figura 4A).

Figura 4. Microanalise de raio x destacando o mapeamento de silicio (Si) e célcio (Ca) em tecidos com
podriddo radicular de videira (Vitis vinifera L.). A: Eletromicrografia de varredura dos vasos do xilema
infectado com Fusarium sp. B: Distribuicdo do silicio (Si) no tecido doente. C: Distribuigdo do célcio (Ca) no
tecido sadio. D: Distribuicdo do célcio (Ca) no tecido doente. xi = xilema, ep = epideme e fg = fungo.
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5 DISCUSSAO

Atividade do género Fusarium colonizando tecido vascular do xilema foram
demonstradas recentemente por Caldwell e lyer-Pascuzzi, (2019) em tomateiro selvagem e por
Rocha et al. (2022) em bananeira, por meio de micrografias eletronicas de varredura. Sabe-se
que durante o processo de infeccdo, a hifa progride intercelularmente através das células
corticais da raiz até entrar no tecido do xilema. Ao atingir o tecido vascular, o fungo se ramifica
profusamente e produz microconidios e macroconidios que sdo transportados acropetalmente
pela atracdo transpiracional do sistema vegetal, na qual posteriormente os microconidios
germinam e as hifas se espalham sistemicamente por todo o hospedeiro (JANGIR et al., 2021;
YADETA e & THOMMA, 2013).

Geralmente, para evitar a propagacdo do fungo, as plantas produzem compostos
antifungicos e ocluem o Iimen do vaso do xilema, esta resposta em hospedeiros susceptiveis é
geralmente retardada até estagios posteriores da infec¢do. O blogueio dos vasos do xilema
eventualmente resulta em escurecimento do tecido vascular, um sintoma proeminente da
murcha de Fusarium. Entretanto em plantas lenhosas a murcha pode ser pouco perceptivel
devido ao alto contetdo de lignina, observando apenas a podriddo radicular devida morte do
tecido radicular (JENKINS et al., 2021; JANGIR et al., 2021).

O silicio presente nos tecidos das plantas doentes possivelmente indica atividade de
resisténcia da planta contra o agente patogénico, podendo aliviar a doenca por meio da
prevencdo da penetracdo de patdgenos via reforgo estrutural, inibindo a colonizagdo de
patdgenos por meio do estimulo da resisténcia sisttmica adquirida, por meio de agentes
antimicrobianos e producdo de compostos, bem como por meio do aumento da resisténcia da
planta ativando maltiplas vias de sinalizacéo e defesa expressdo génica relacionada (WANG et
al., 2017; ISLAM et al., 2020; POZZA et al., 2015).

O comportamento do calcio no sentido das &reas com presenga fungica, pode indicar a
atividade de homeostase intracelular modulado durante as respostas de defesa das plantas
contra patogenos (TAIZ et al. 2017). O calcio é deslocado devido a reagdo de defesa da planta,
principalmente quando ocorre ruptura de membranas, pois é essencial na formacéo de barreiras
estruturais e/ou quimicas, manutencdo da integridade da membrana plasmaética e seletividade
do transporte de ions (ALDON et al., 2018; ZHANG et al. 2014; KOSTER et al., 2022). O
calcio tambem é essencial para regular os processos celulares, desde o controle da transcricao
e sobrevivéncia celular até a liberacao de sinais quimicos ou segundos mensageiros (ZHANG
etal. 2014; TAIZ et al. 2017).



27

6 CONCLUSAO

Os isolados JM040, JM041 e JM037 foram os mais virulentos, com incidéncia de 100%
das plantas, induzindo o escurecimento dos feixes vasculares. Os sintomas iniciais presentes
nas estacas coletadas ndo foram reproduzidos, esta resposta pode estar ligada ao aumento da
atividade de defesa da planta, com aumento da concentracdo de silicio (Si) nos feixes
vasculares da planta que foi capaz de atenuar o processo de infecgdo. A identificagdo destes
isolados a nivel molecular torna-se necessaria para conhecer a(s) espécie(s) que esta(ao)
ocasionando a podriddo radicular de mudas em videira, bem como sua biologia e ecologia nos

vinhedos.
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