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RESUMO GERAL

A podrid@o negra € uma das principais doencas pos-colheita da cenoura (Daucus carota L.).
No Brasil, esta doenca foi relatada no Rio Grande do Sul, Maranhéo e no Distrito Federal, nos
ultimos anos, sua ocorréncia tem se difundido expressivamente nos principais polos
produtores de cenoura. A taxonomia do agente causal é bastante complexa, o0 mesmo ja foi
reclassificado diversas vezes. O presente trabalho teve como objetivos: a) obter isolados
associados a podridao negra da cenoura; b) identificar filogeneticamente os isolados obtidos;
c) avaliar a influéncia da temperatura no crescimento micelial em diferentes meio de cultura;
d) testar a patogenicidade dos isolados. Foram obtidos 18 isolados a partir de cenouras com
sintomas de podriddo negra. Analises de sequéncias de DNA a partir dos conjuntos de dados
das regides LSU (LROR e LR5), MCM7 (Cer-MCMT7F e Cer-MCMT7R) e 60S (60S-506F e
60S-908R) foram realizadas. Todas as sequéncias obtidas foram comparadas com 27
sequéncias parciais de DNA do Genbank de espécies da familia Ceratocystidaceae. Analises
filogenéticas a partir de Inferéncia Bayesiana com conjunto de dados individuais e
concatenado concluiu que os isolados utilizados neste estudo agruparam-se consistentemente
no género Berkeleyomyces. As andlises do gene individual MCM7 e a concatenada
possibilitou a distincdo das espécies dentro do género, identificando os isolados como B.
basicola. A temperatura 6tima para o crescimento micelial variou entre 22,35 e 22,9 °C para
BDA e MA, respectivamente. Houve diferenca significativa entre os isolados em relacdo aos
niveis de agressividade, com lesdes variando entre 0,5 e 1,2 cm de didmetro. O presente
estudo revela que B. basicola € o agente causal da podriddo negra da cenoura no Brasil e que
a regido génica MCM7 possibilita consistentemente a distingéo de espécies dentro do género

Berkeleyomyces, quando comparado com os outros genes utilizados neste estudo.

Palavras-chave: Apiaceae; Daucus carota; Filogenia; Thielaviopsis basicola.
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GENERAL ABSTRACT

Black rot is one of the main post-harvest diseases of carrots (Daucus carota L.). In Brazil, this
disease has been reported in Rio Grande do Sul, Maranh&o and the Federal District, in recent
years, its occurrence has been spreading expressively in the main centers producing carrots.
The taxonomy of the causal agent is quite complex, it has been reclassified several times. The
present work had as objectives: a) to obtain isolates associated with black carrot rot; b)
phylogenetically identify the isolates obtained; c) evaluate the influence of temperature on
myecelial growth in different culture media; d) test the pathogenicity of the isolates. They were
obtained 18 isolates from carrots with black rot. Analysis of DNA sequences from the LSU
data sets of regions (LR5 and LROR), MCM7 (Cer-Cer-MCM7F and MCM7R) and 60S (60S-
60S-506F and 908R) were performed. All sequences obtained were compared with 27 partial
DNA sequences from Genbank of species of the family Ceratocystidaceae. Phylogenetic
analyzes based on Bayesian Inference with individual and concatenated data set concluded
that the isolates used in this study were consistently grouped in the genus Berkeleyomyces.
The analyzes of individual gene MCM7 and concatenated possible to distinguish the species
within the genus, identified as B. basicola isolated. The optimum temperature for mycelial
growth varied between 22.35 and 22.9 °C for PDA and MA, respectively. There was a
significant difference between the isolates in relation to the levels of aggressiveness, with
lesions varying between 0.5 and 1.2 cm in diameter. The present study shows that B. basicola
is the causal agent of black rot of carrots in Brazil and MCM?7 gene region consistently
enables the distinction of species within the genus Berkeleyomyces compared with the other
genes used in this study.

Keywords: Apiaceae; Daucus carota; Phylogeny; Thielaviopsis basicola.



CAPITULO |

Introducéo Geral



ETIOLOGIA DA PODRIDAO NEGRA DA CENOURA NO
BRASIL

INTRODUCAO GERAL
1. Aspectos gerais e importéancia da cultura da cenoura

A cenoura (Daucus carota L.) pertence a familia Apiaceae. E originaria da Asia
Central, regido atual do Ird e Afeganistdo. Foi difundida na regido Mediterranea no século
VII, tendo boa aceitabilidade pelos europeus que a introduziram nas Américas no inicio de
sua colonizacgéo, e tem sido cultivada por centenas de anos até os dias de hoje (DOSSA;
FUCHS, 2017; MACKEVIC, 1929; SIMON et al., 2008). E uma planta bianual, herbacea que
produz raiz comestivel, pivotante reta e sem ramificacbes perceptiveis, consistindo na
principal parte comercializada dessa cultura. Possui caule pouco expressivo, podendo
apresentar um comprimento de 30 a 50 cm de altura e folhas oriundas de foliolos recortados,
que podem atingir um metro de altura acima do solo (DOSSA; FUCHS, 2017; FILGUEIRA,
2003).

A producdo de cenoura é uma atividade notoria em todo o mundo, estd entre as dez
principais hortalicas economicamente importantes, no que diz respeito a area de producéo e
valor de mercado, devido a sua ampla utilizacdo na alimentagdo humana, industrial, médica e
farmacéutica (SIMON et al., 2008). Desde os primérdios da civilizacdo, ha relatos da
aplicacdo de suas folhas para combater tumores cancerigenos, além de possuir uma fonte
relevante de betacaroteno, um hidrocarboneto precursor de vitamina A (CHITARRA,
CARVALHO, 1984; ELZEBROEK, 2008).

De acordo com a estimativa da producdo média anual de cenoura em 2014, a China é o
maior produtor mundial, responsavel por cerca de 17 milhdes de toneladas, seguido pelos
Estados Unidos, que produziu cerca de dois milhdes de toneladas e em terceiro lugar, a Russia
com 1,7 milhdes de toneladas (FAO, 2015).

O Brasil é responsavel por produzir cerca de 780 mil toneladas de cenoura
anualmente, e é considerado o sexto maior produtor mundial (CARVALHO, et al., 2017;
FAO, 2015). Segundo a Associacdo Brasileira do Comércio de Sementes e Mudas de
Hortalicas (ABCSEM), em 2015, a cultura da cenoura impulsionou o mercado nacional,

gerando uma movimentacdo financeira de 156 milhdes de reais. A producéo brasileira, se
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destaca-se com uma area plantada equivalente a 30 mil hectares, sendo a terceira hortalica
mais comercializada em centrais de abastecimentos no pais (IBGE, 2018).

Essa hortalica é cultivada em todo territério nacional, as principais regifes que se
destacam como produtoras em larga escala é o Sudeste (335 mil toneladas), enfatizando os
estados de Minas Gerais e Sdo Paulo, o Sul (85 mil toneladas), com destaque para os estados
do Rio Grande do Sul e Parana, o Nordeste (42 mil toneladas), com a Bahia e Pernambuco, 0
Centro-Oeste (17 mil toneladas), com Mato Grosso do Sul, e no Norte (19 mil toneladas).
Esses sdo importantes polos produtores de cenoura, estando distribuidos em quase todo o pais
e, com isso, € possivel observar, a relevancia dessa cultura em territorio nacional (DOSSA;
FUCHS, 2017; CARVALHO, et al., 2011; CEPEA, 2016).

Com o advento da biologia genética foi possivel ao longo dos anos cultivar e
domesticar a cultura da cenoura, uma vez que, anteriormente, por volta do século XX, sua
producdo era em pequenas escalas, em cultivos familiares ou coletivos (SIMON et al., 2008).

Baseado em suas particularidades, as cenouras sdo subdivididas em dois grupos:
inverno e verdo. Estes, levam em consideracdo algumas caracteristicas basicas como as
condigdes edafoclimaticas favordveis a cultura e a resisténcia as doengas (SOUZA,
RESENDE, 2003).

As cenouras cultivadas no Brasil anteriormente, até a década de 1980, eram tidas
como cultivares de inverno, pois as mesmas eram oriundas de paises de clima frio como a
Franca, Estados Unidos e Japdo. Devido a isso, cientistas e trabalhadores rurais sentiram a
necessidade de adequar as cenouras para climas mais quentes, como o do Brasil, desta forma,
foram desenvolvidas as cultivares Brasilia e Kuronan (VILELA; BORGES, 2008). As
sementes utilizadas no Nordeste, tida como uma das regifes mais quentes do pais, sdo as do
grupo verdo, pois estas sdo bem adequadas para as altas temperaturas até mesmo no inverno.
E possivel notar que, nas regides Norte e Nordeste, a adogao da cultivar de cenoura ‘Brasilia’
é de quase 100% e alcanga todos os Estados, com cultivos durante o ano inteiro (VILELA,;
BORGES, 2008).

Essa cultivar foi criada pela Unidade de Execuco de Pesquisa de Ambito Estadual de
Brasilia (UEPAE) - EMBRAPA, adquirida por programas de melhoramento genético, durante
guatro anos, tendo sua amostra genética materna oriunda de um colégio em Viamao — Rio
Grande do Sul. Os exemplares de cenouras foram coletados e trazidos para UEPAE no
segundo semestre de 1976. Apresenta porte médio, com folhas bem desenvolvidas, conferindo

resisténcia a doencas de parte aérea, possibilitando uma melhor producgéo e desenvolvimento
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na época seca. Possuem raizes retas, um pouco arredondadas, de tonalidade alaranjadas
podendo atingir cerca de 14 a 16 cm de comprimento (CEAGESP, 2000).

Mesmo com a importancia dessa hortalica para o pais, e apesar das cultivares incluidas
nos ultimos anos terem boa aceitacdo no mercado, estas ainda assim, sdo bastante suscetiveis
ao ataque de microrganismos fitopatogénicos. Em funcéo disso, o cultivo desordenado, com o
intuito de satisfazer o consumo comercial local, assim como, a producdo em larga escala com
material de propagacdo homogéneo, faz com que o aumento da incidéncia de doengas seja
substancial. Estas doencgas sdo caracterizadas inicialmente com sintomas no campo e se
estendem até a pos-colheita, que além dos prejuizos elencados na producdo, também séo
observadas perdas qualitativas e quantitativas durante o transporte, armazenamento e
comercializacdo (LOPES; REIS, 2016; OLIVEIRA et al., 2006).

2. Principais doencas da cenoura

Problemas de origem fitossanitaria podem comprometer a producéo e a qualidade das
culturas, uma vez que, afetam drgdos essenciais das plantas, como raizes, caules, folhas e
frutos, gerando grandes perdas em culturas comerciais (PEREIRA; CARVALHO;
PINHEIRO, 2013). Dentre os fatores bidticos, as doencas possuem grande relevancia, pois
ocorrem em todas as fases de desenvolvimento, desde o plantio até a colheita das plantas e
resultam em queda da produtividade e da qualidade das hortalicas (LOPES; REIS 2016).

De uma maneira geral, essas culturas podem ser acometidas por diversos
microrganismos fitopatogénicos, dentre eles destacam-se as bactérias, fungos, nematoides e
virus. Vale ressaltar que os fungos sdo os principais causadores de doencas em plantas
(LOPES; REIS, 2016).

A cultura da cenoura possui suscetibilidade a diversos fitopatdgenos em todos 0s
estadios do seu desenvolvimento, sofrendo com inimeras doencas. Dentre as doencas da parte
aerea, cita-se a queima das folhas ocasionada por Alternaria dauci (J.G. Kihn) J. W. Groves
& Skolko, Cercospora carotae (Pass.) Kazn. & Siemaszko, e Xanthomonas campestris pv.
Carotae (Kendrick) Dye e Oidio (Erysiphe heraclei DC). Doencas de colo e de raiz, como
Tombamento de plantas (Rhizoctonia solani J.G. Kiihn), Sarna comum (Streptomyces scabies
(Thaxter) Waksman & Henrici), Podriddo de esclerocio (Sclerotium rolfsii Sacc.), Podridao
de esclerotinia (Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary), Galhas (Meloidogyne spp.). As
podriddes pos-colheita, Podriddo de Geotricum (Geotrichum sp), Podriddo basal (Fusarium

oxysporum sensu Smith & Swingle), Podriddo de Rhizopus (Rhizopus stolonifer (Ehrenb.)
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Vuill.), e Podriddo Negra causada por Berkeleyomyces basicola (Berk. & Broome) W.J. Nel,
Z.\W. de Beer, T.A. Duong, M.J. Wingfield.

3. Podridéo negra da cenoura

A podriddo negra da cenoura, causada pelo fungo Berkeleyomyces basicola (=
Thielaviopsis basicola (Berkeley e Broome) Ferraris, € uma das principais doencas pos-
colheita da cenoura. E caracterizada pela presenca de lesdes necréticas de coloracio negra em
diversas partes das raizes. Com o desenvolvimento da doenca, a necrose retarda o crescimento
das mesmas, e consequentemente hd uma reducdo no vigor e rendimento da cultura (KING;
PRESLEY, 1942; COUMANS et al., 2011).

O sintoma mais caracteristico ocorre apds a colheita, geralmente no decorrer do
processo de beneficiamento. Uma vez que, as cenouras sdo submetidas ao processo de
lavagem e acondicionamento em caixas plasticas ou de papel, sob condigdes de alta
umidade, baixa ventilacgdo e temperatura acima de 25 °C. E possivel constatar o
aparecimento de lesbes de coloracdo acinzentada. A medida que, a doenca progride, essas
lesGes aumentam de tamanho e sua tonalidade escurece, tornando-se pretas devido a producéo
de clamidodsporos (estruturas de resisténcia) e fialosporos (esporos). Inicialmente, as lesGes
sdo superficiais, tornando-se amolecidas a medida que o patégeno coloniza as camadas de
células mais internas da raiz. A esporulacdo do fungo ocorre principalmente nas rachaduras
ou injurias superficiais das raizes causadas durante o beneficiamento da cenoura
(LOURENGCO JUNIOR; REIS; LOPES, 2019).

Esta doenca é estudada desde a sua primeira constatacdo no Brasil em 2004, no estado
do Rio Grande do Sul, onde vem sendo relatado o aumento acentuado de sua ocorréncia nos
ultimos anos, presente nas principais regides produtoras de cenoura (LOURENCO JUNIOR;
REIS; LOPES, 2019). Desde entdo, esta doenca tem ganhado cada vez mais énfase, inclusive
devido as perdas ocasionadas na cultura, em industrias agricolas, pois 0s sintomas nas raizes

se estendem até a pds-colheita, inviabilizando sua comercializagéo.
3.1. Patdgenos associados a podridao negra da cenoura

A podriddo negra da cenoura é uma das principais doencas pés-colheita no Brasil
(LOPES; REIS 2016). Essa doenca foi descrita ha varios anos em diversos paises,
apresentando uma identificagdo confusa e atribuida a diversos agentes etioldgicos. Na

Australia, foi diagnosticada com o agente causal Thielaviopsis punctulata (Hennebert) A. E.
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Paulin, T. C. Harr. & McNew (= T. radicicola (Bliss) Z.W. De Beer & W. C. Allen) (VAN
WYK et al., 2009). Nos Estados Unidos e Reino Unido, Chalara thielavioides (Peyronel) (=
Ceratocystis paradoxa (Dade) C. Moreau) também foi associada a esta doenca (NAG RAJ;
KENDRICK, 1975). Na Holanda e Sérvia, raizes de cenoura armazenadas foram
diagnosticadas com a presenca de manchas necroticas irregulares, com micélio de coloracao
negra, que posteriormente, foi possivel comprovar que o agente causal era Chalaropsis
thielavioides Peyronel com base em estudos moleculares (KASTELEIN et al., 2007,
MILOSAVLIEVIC et al., 2015).

Enfatizando o contexto brasileiro, acredita-se que esse fitopatdgeno foi introduzido no
pais, por meio de turfa importada infectada, onde estas eram utilizadas para o processamento
de substrato na confeccdo de mudas (TEIXEIRA-YANEZ, 2005). A doenca conhecida como
podrid&o negra da cenoura, foi primeiramente relatada no Rio Grande do Sul em 2004 e mais
recentemente no Distrito Federal, (Inécio et al., 2012), posteriormente no Maranhdo, (Silva;
Costa, 2013), todos associados a B. basicola. Porém, em raizes de cenoura comercializadas no
Rio de Janeiro foi diagnosticado estruturas teleomorficas de Ceratocytis fimbriata em
associacdo com a podrid&o negra da cenoura (CARVALHO; CARMO, 2003).

4. Berkeleyomyces basicola e o género Thielaviopsis

Atualmente, a familia Ceratocystidaceae compreende oito grupos principais bem
consolidados, incluindo os géneros Ceratocystis sensu stricto, Chalaropsis, Berkeleyomyces,
Thielaviopsis, Endoconidiophora, Davidsoniella, Ambrosiella e Huntiella.

Espécies do género Thielaviopsis sdo causadoras de podriddes em inumeras culturas
que sdo distribuidas globalmente. Thielaviopsis (T.) basicola (Berkeley; Broome) Ferraris B.
basicola é considerado um patégeno significativo de raiz, e ja foi diagnosticado causando
doencas em dezenas de espécies de plantas, grande parte possui importancia econémica
acentuada, incluindo alface, algoddo, amendoim, citros, cenoura, soja, tabaco e chicoria
(GELDENHUIS et al., 2006; COUMANS et al., 2011). Bem como, T. paradoxa ja foi
relatada ocasionando podriddes em cana de agucar, fumo e abacaxi (HOLTZ; WEINHOLD,
1994; KIMATI et al., 1997).

A espécie T. basicola também foi relatada causando a doenga conhecida como
podriddo negra em raizes de algodoeiro, cenoura e maracujazeiro, e existe uma infinidade de
trabalhos que apresentam contradicbes quanto a identificacdo desse género (HOLTZ;
WEINHOLD, 1994; KIMATI et al., 1997; PEREG, 2013).

14



As principais caracteristicas desse fungo estdo relacionadas com a penetracdo através
de aberturas naturais ou ferimentos para sua infeccdo. No campo, as injurias ocasionadas por
implementos agricolas durante os tratos culturais, sdo a principal forma de penetracdo do
fungo no tecido celular do vegetal. A fase teleomdrfica desse fitopatdgeno é desconhecida,
sendo assim, na fase assexual, apresenta conidioforos que formam fialides com fialoconidios
unicelulares, hialinos, cilindricos e aleuroconidiéforos septados, individuais ou em curtas
cadeias com coloragcdo marrom. Podem sobreviver saprofiticamente ou formar clamiddsporos
(esporos de resisténcia) unicelulares, de coloragdo marrom escuro, que ficam em repouso e
podem sobreviver no solo por longos periodos (DE BEER et al., 2014; ENGELBRECHT;
HARRINGTON, 2005).

Esse fitopatdgeno, inicialmente denominado Torula (To.) basicola foi identificado por
Berkeley e Broome em meados de (1850), causando doenca na cultura da ervilha (Pisum
sativum L.) e "Nemophila auriculata” na Inglaterra. Entretanto, antes da descoberta de T.
basicola, outras denominacdes também foram propostas para esse mesmo fungo, sdo elas,
Sporoschisma paradoxum, por de Seynes (1874), em seguida, Saccardo 0 encaixou como
pertencente ao género Chalara em 1892. Com isso, houve varios estudos taxonémicos para
essa espécie, com a finalidade de encontrar um género adequado para ela.

Nesse contexto, com o intuito de determinar a primeira descricdo para esse fungo,
juntamente com os resultados de diversos trabalhos, 0 mesmo foi atribuido em sete géneros
diferentes, com quatro epitetos distintos (BERKELEY; BROOME, 1850; SOROKON, 1876;
MASSEE, 1884; SACCARDO, 1886; NAG RAJ; KENDRICK, 1975; CARMICHAEL et al.,
1980).

Algumas décadas mais tarde, Ferraris fez a transferéncia de To. basicola para T.
basicola e o encaixou como sendo a fase teleomorfica de Thielavia (Th) basicola (ZOPF,
1876). Levando em consideracdo o sistema de dupla nomenclatura para fungos, utilizando o
estado teleomorfo como padrdo (Artigo 59, Codigo de Viena e anteriores), Vvarios
pesquisadores mencionavam Th. basicola para argumentar essas espécies (NAG RAJ;
KENDRICK, 1975). Porém, McCormick (1925), desenvolveu varios experimentos utilizando
culturas monosporicas de T. basicola e Th. basicola e comprovou que as duas espécies ndo
estavam relacionadas. Essas descobertas levaram a um caos na literatura, uma vez que, 0S
autores ndo conseguiram incluir o estado sexual para esse fungo. Devido a isso, na época

atual, esse fitopatdgeno é conhecido apenas por seu estado anamorfo, visto que, apo0s o
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estudo de McCormick (1925), nenhum outro autor descreveu um estado sexual para T.
basicola.

A taxonomia de T. basicola ainda é considerada confusa, de modo que, inUmeros
trabalhos sugeriram mudancas em sua nomenclatura (ABBAS et al., 2007). O mesmo &
considerado um fungo habitante do solo, que pertence ao Filo Ascomycota, Classe
Sordariomycetes, Ordem Microascales, Familia Ceratocystidaceae (SACCARDO, 1892).

Em estudos desenvolvidos recentemente, foi constatato que, T. basicola ndo esta
relacionado com espécies do género Thielaviopsis dentro da Familia Ceratocystidaceae,
confirmando os resultados dos trabalhos de Beer et al., (2014), que demonstraram atraves de
estudos moleculares, que T. basicola arranjou-se na familia Ceratocystidaceae “incertae
sedis”, onde resulta que, este taxon nao foi disposto de maneira consistente dentro dos sete
maiores clados formados dentro desta familia. De Beer et al., (2014) utilizaram trés regides
génicas LSU, MCM?7 e 60S para avaliar filogeniticamente a localiza¢do de T. basicola dentro
dessa familia, e foi possivel concluir que o fungo ndo estava associado com espécies do
género Thielaviopsis.

Atualmente, trabalhos desenvolvidos com diversos isolados descritos como T.
basicola, apresentou duas linhagens monofiléticas representando um novo género dentro da
familia Ceratocystidaceae (NEL et al., 2018). O mesmo ficou sendo representado por
Berkeleyomyces basicola, apoiando os resultados obtidos, com avaliacdes das analises de
sequéncias de seis regides génicas para a subunidade ribossomal grande (LSU), a proteina
60S ribossdmica RPL10 (60S), a regido espacadora transcrita interna (ITS), a actina (ACT), o
componente complexo de manutencdo do minicromossomo 7 (MCM7) e a RNA polimerase Il
segunda maior subunidade (RPB2) com caracteristicas morfoldgicas das espécies cripticas de
B. basicola, sendo designada como espécie de referéncia para esse fungo, entretanto, os
demais isolados utilizados neste estudo, foram descritos como uma nova espécie,
Berkeleyomyces rouxiae. Essas duas espécies sdo consideradas cripticas pois sdo
morfologicamente semelhantes, e devido a isso, ndo conseguem ser separadas na auséncia de
dados moleculares (NEL et al., 2018).

Com o advento da biologia molecular e das descobertas de espécies proximas a B.
basicola, é possivel supor que outras espécies tambeém possam estar associadas a doenca
podriddo negra da cenoura, uma vez que, elas apresentam caracteristicas bastante
semelhantes. Diante da importancia dessa cultura para o Brasil, bem como, as divergéncias

quanto a taxonomia de seu agente causal, o objetivo deste trabalho foi obter isolados a partir
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de cenouras com sintomas de podriddo negra, oriundas de diversas regides produtoras do
Brasil, caracterizar os isolados através de estudos moleculares, bem como, relatar a ocorréncia
de organismos flungicos, proximos ao género Thielaviopsis, que podem estar associados a
podrid&o negra da cenoura.
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RESUMO

Thielaviopsis basicola (= Berkeleyomyces basicola), fitopatdgeno responsavel por
causar grandes perdas em diversas culturas agricolas de importancia econémica, € um dos
principais fungos que acomete a cultura da cenoura (Daucus carota L.). Sua taxonomia possui
varias controvérsias na literatura, sendo colocado em diversos géneros desde seu primeiro
relato em 1850. Atualmente, os estudos moleculares baseados em sequéncias de DNA, tem
sido a principal ferramenta para identificacdo desse fitopatdgeno. Objetivou-se investigar
qual(is) taxon (taxa) estd associado a podriddo negra da cenoura no Brasil, através de analises
moleculares, avaliar a temperatura 6tima de crescimento e a patogenicidade. Os isolados
obtidos foram analisados por Inferéncia Bayesiana com base nas sequéncias de DNA das
regides LSU, MCM7 e 60S. O resultado das analises individuais e concatenada (LSU, MCM7
e 60S) a partir de Inferéncia Bayesiana concordaram quanto ao agrupamento dos isolados
estudados no género Berkeleyomyces. O marcador molecular MCM7 e a analise concatenada
possibilitou a distingdo das duas espécies de Berkeleyomyces, agrupando isolados utilizados
com a espécie referéncia de B. basicola. A temperatura 6tima para o crescimento micelial
variou entre 19 a 23 °C, houve diferenca significativa na agressividade. Conclui-se que B.

basicola é o agente causal da podridao negra da cenoura no Brasil.

Palavras-chave: Apiaceae; Daucus carota; Inferéncia Bayesiana; Multilécus; Thielaviopsis

basicola.

ABSTRACT
Thielaviopsis basicola (= Berkeleyomyces basicola), a phytopathogen responsible for causing
large losses in several agricultural crops of economic importance, is one of the main fungi that

affects the culture of carrots (Daucus carota L.). Its taxonomy has several controversies in the
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literature, being placed in several genres since its first report in 1850. Currently, moleculy
studies based on DNA sequences has been the principal tool for identification of that
phytopathogen. The objective was to investigate which taxon are associated with black carrot
rot in Brazil, through molecular analysis, evaluate the optimal growth temperature and
pathogenicity. The isolates obtained were analyzed by Bayesian Inference based on the DNA
sequences of the regions LSU, MCM7 and 60S. The results of the individual and
concatenated analyses (LSU, MCM7 and 60S) from Bayesian Inference agreed on the
grouping of isolates studied in the genus Berkeleyomyces. The molecular marker MCM7 and
the concatenated analysis made it possible to distinguish the two species of Berkeleyomyces,
grouping isolates used with the reference species of B. basicola. The optimum temperature for
mycelial growth ranged from 19 to 23 °C, there was a significant difference in aggressiveness.

It is concluded that B. basicola is the causal agent of black carrot rot in Brazil.

Keywords: Apiaceae; Bayesian inference; Daucus carota; Multiloccus; Thielaviopsis

basicola.
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INTRODUCAO

A cenoura (Daucus carota L.) € um vegetal da familia Apiaceae, e esta entre as dez
principais hortalicas de importancia econémica em todo o mundo, em termos de producdo por
area e valor agregado a cultura. No Brasil, destaca-se por ser cultivada o ano inteiro em todas
as regibes do pais (Boiteux et al., 2017). Estando elencada entre as cinco principais hortalicas
produzidas, com uma &rea de mais de 20.000 ha com producdo de mais de meio milhdo de
toneladas por ano (Dumbra, 2015). E amplamente utilizada in natura e minimamente
processada para a alimentagdo humana, sendo fonte de grande quantidade de fibras e
betacaroteno (Fontes; Vilela, 2003; Simon et al., 2008).

Esta cultura € afetada por diversas doencas, as quais acarretam perdas quantitativas e
qualitativas. Entre as principais doencas da cenoura, destaca-se a podridao negra das raizes. A
doenca é caracterizada pelo surgimento de manchas necréticas de coloracdo acinzentada a
negra, de formato irregular com padrées diversos, podendo aumentar de tamanho até cobrir
boa parte da superficie da raiz. Os sintomas podem ser observados no campo, mas se
desenvolvem principalmente nas etapas de pds-colheita (Paulin-Mahady; Harrington;
MCNew, 2002; Lopes; Reis, 2016).

No Brasil, essa doenca foi reportada pela primeira vez no Rio Grande do Sul
(Dalbosco et al., 2004), em seguida, no Distrito Federal (Inacio et al., 2012) e Maranhéo
(Silva; Costa, 2013). Porém, sua ocorréncia tem expandido significativamente nos Gltimos
anos em alguns polos produtores de cenoura nas regides do Alto Paranaiba, em Minas Gerais,
e Cristalina, em Goiés (Lourengo Junior; Reis; Lopes, 2019).

O agente causal da podriddo negra da cenoura é considerado um fitopatdgeno
habitante do solo, que possui uma ampla gama de plantas hospedeiras de importancia
econbmica. A fase sexual desse fungo € desconhecida. O mesmo produz conidios

unicelulares, cilindricos e hialinos. Estes sdo responsaveis por facilitar a disseminagao, devido

25



80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

a rapidez de sua germinagéo no tecido vegetal. Possuem esporos de resisténcia denominados
clamidosporos, que podem sobreviver em condi¢des adversas, permanecendo viaveis, quando
estimulados a germinacdo, através da exsudacdo das raizes (Abbas et al., 2007; de Beer et al.,
2014). A taxonomia do agente causal da podriddo negra da cenoura é confusa, uma vez que, 0
principal taxon associado a esta doenca vem sofrendo diversas reclassificagbes ao longo do
tempo. No passado, baseado em comparag¢Ges morfoldgicas o agente causal da podriddo negra
da cenoura foi denominado Chalara elegans e Thielaviopsis basicola (Dalbosco et al., 2013;
Silva et al., 2013). Acredita-se que esta confuséo ocorre principalmente, devido ao uso de
marcadores morfologicos indiscriminaveis, compartilhados com outros taxa pertencentes a
familia Ceratocystidaceae.

Adicionalmente, Paulin & Harrigton (2000) utilizando andlises de sequéncias de DNA,
como marcador filogenético, mostraram que T. basicola agrupava com varias espécies
anamdrficas de Ceratocystis. Posteriormente, estudos realizados pelos mesmos autores
sugeriram que Thielaviopsis fosse considerado o género ideal para acomodar espécies de
Chalara, assim como a ado¢do do nome T. basicola para o agente etiologico da podridédo
negra de raizes (Paulin-Mahady et al., 2002). Mbenoun et al. (2014) descreveram as espécies
Thielaviopsis, entretanto, agrupando-as ao complexo Ceratocystis paradoxa. Em 2014,
analises filogenéticas de géneros da familia Ceratocystidaceae, utilizando sequéncias de DNA
de diversos genes, evidenciaram que T. basicola pertence a uma nova linhagem filogenética
da familia, ndo agrupando com nenhum género conhecido em Ceratocystidaceae (de Beer et
al.,, 2014). Analises multigénicas evidenciaram que isolados de *“T. basicola” sdo
representados por duas linhagens filogenéticas distintas, reclassificado como um novo género,
denominado de Berkeleyomyces, uma nova combinagdo para o epiteto ‘“basicola”
(Berkeleyomyces basicola) e a descricdo de uma nova espécie denominada de Berkeleyomyces

rouxiae (Nel et al., 2018). Entretanto, nenhum estudo foi realizado no Brasil, para verificar a
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identidade do agente etiolégico.
Assim, o objetivo desse trabalho foi investigar qual(is) taxon (taxa) estdo associados
a podriddo negra da cenoura no Brasil, através de andlises moleculares, e avaliar a

temperatura 6tima de crescimento do patdgeno.

MATERIAL E METODOS
Isolamento e preservacgao

Foram efetuadas visitas quinzenalmente no Centro de Abastecimento e Logistica de
Pernambuco (CEASA-PE) e supermercados locais em Recife - PE. Raizes de cenoura que
apresentavam sintomas caracteristicos de podriddao negra foram coletadas e encaminhadas ao
Laboratorio de Patologia Pos-Colheita da Universidade Federal Rural de Pernambuco (LPPC-
UFRPE).

Para isolamento dos fungos associados, as cenouras foram mantidas em camara umida
por 24 horas. Apb6s esse periodo, realizou-se isolamento direto, seguindo as instrucbes
descritas por Alfenas & Mafia (2007). Utilizou-se microscépio estereoscopio para observagédo
das estruturas reprodutivas do fungo e com o auxilio de alca devidamente flambada, estruturas
vegetativas e reprodutivas foram retiradas, depositadas no centro de placas de Petri contendo
meio de cultura Batata Dextrose-Agar (BDA) e mantidas & temperatura de aproximadamente
25 °C. Posteriormente, foram realizadas prepara¢fes microscopicas para observacdo em
microscopio optico. Em seguida, para a obtengédo de cultura pura, os isolados foram repicados
para placas contendo meio de cultura Agar-Agua (AA), fragmentos de pontas de hifa foram
retirados das colbnias e depositados em placas contendo BDA. Apods sete dias, discos das
colbnias foram preservados em método Castellani (Figueiredo, 1967) e acondicionados em

geladeira a 4 °C.
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Identificagdo morfoldgica dos isolados

O esclarecimento prévio da identidade dos isolados, ocorreu através da observagdo
de caracteristicas morfolégicas de estruturas somaticas e reprodutivas dos fungos, sob
microscopio estereoscopico e Optico. Posteriormente realizou-se anélises filogenéticas

utilizando sequéncias de DNA para a identificacdo das espécies.

Extracdo de DNA, amplificacéo e sequenciamento de DNA

Procedeu-se com a identificacdo molecular por meio de andlises das sequéncias de
DNA das regides génicas da subunidade grande ribossémica (LSU), do componente 7 do
complexo de manutencdo de minicromossomos (MCM7) e da proteina ribossdmica 60S
RPL10 (60S).

Os isolados foram cultivados em meio liquido Batata-Dextrose (BD), com agitacao
por sete dias e incubados a 25 °C. A biomassa colhida foi filtrada em gaze esterilizada e
macerada com pistilo dentro de cadinho congelado. O micélio triturado foi transferido para
tubo Eppendorf de 1,5 mL. A extracdo do DNA foi realizada seguindo o protocolo de tampéo
CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio), descrito por Doyle & Doyle (1990). O DNA extraido
foi analisado em gel de agarose 1,5% em tampdo 1x Tris-acido acético EDTA (TAE), corado
com Sybr gold (Thermo Fisher Scientific), e fotografados sob luz ultravioleta.

A regido LSU foi amplificada e sequenciada utilizando os primers LROR
(ACCCGCTGAACTTAAGC) e LR5 (ATCCTGAGGGAAACTTC) (Vilgalys & Hester,
1990). Para a regido MCM7 utilizou-se os primers MCM7-for (Cer-MCMT7F
ACICGIGTITCIGAYGTNAAGCC) e MCM7-rev (Cer-MCM7R
TTRGCAACACCAGGRTCACCCAT) (de Beer et al., 2014). E a regido 60S foi amplificada
usando os primers 60S-506F (GHGACAAGCGTTTCTCNGG) e 60S-908R

(CTTVAVYTGGAACTTGATGGT) (Stielow et al., 2014).
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Todas as reagdes de PCR foram realizadas em um volume final de 12,5 pL contendo:
2,25 pl de &gua, 1 pl da amostra de DNA, 1 ul de cada primers (LSU 60S e MCM7), 1 ul de
sulfoxido de dimetilo (DMSO) e 6,25 ul de PCR GoTagq® Master Mix (Promega Wisconsin,
EUA).

As reacOes de PCR foram realizadas utilizando termociclador (AUT. CAP. 96X0,2ML
2720 da Applied Biosystems®). Os ciclos de amplificacdo foram realizados por desnaturacao
inicial de 94 °C por 5 min., seguido de 35 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 30 seg., a
temperatura de anelamento foi de 53-58 °C por 45 seg., extensdo a 72 °C por 2 min. € uma
extensdo final a 72 °C por 7 min. As condicGes de amplificacdo foram as mesmas para todas
as regides, exceto para as temperaturas de anelamento (53 °C para LSU, 58 °C para MCM7 e
54 °C para 60S).

Os produtos de PCR amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,5% em tampdo 1x Tris-acido acético EDTA (TAE), corado com Sybr gold (Thermo Fisher
Scientific), e fotografados sob luz ultravioleta. Posteriormente, esses produtos foram
purificados por meio de precipitacdo de DNA, utilizando acetato de amonio e etanol. Em
seguida, foram sequenciados na plataforma de sequenciamento do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

As sequéncias consensus foram obtidas usando o Staden Package v. 1.6-r (Bonfield &
Staden, 1996) e comparadas com os dados do National Center for Biotechnology Information

Bethesda, EUA (NCBI), utilizando algoritmo BLASTn (Johnson et al., 2008).

Analises filogenéticas
Foram realizadas analises filogéneticas individuais para cada regido génica (LSU,
MCMTY7 e 60S) e andlise concatenada contendo as trés regides. Para as analises utilizou-se as

sequéncias obtidas neste trabalho em conjunto com sequéncias de 27 espécies representando
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oito géneros da familia Ceratocystidaceae obtidas no banco de dados (GenBank) do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (Tabela 1).

Os alinhamentos das sequéncias nucleotidicas individuais foram feitos utilizando a
versdo online do MAFFT v. 7 (Katoh & Standley, 2013) e corrigidos manualmente no
MEGA7 (Kumar et al., 2016). Os alinhamentos de genes individuais foram concatenados
incluindo as regides LSU, MCM7 e 60S utilizando o software SequenceMatrix v.1.8 (Vaidya
et al., 2011). Sequéncias de duas espécies do género Graphium foram utilizadas como
outgroup. Andlises filogenéticas de Inferéncia Bayesiana foram realizadas no portal da
internet CIPRES (Miller et al., 2010) utilizando MrBayes v 3.2 (Ronquist et al., 2012),
baseado na cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) com 100.000.000 de geracdes, usando
os melhores modelos substituicdo de nucleotideos para LSU, MCM7 e 60S (Lset nst=6
rates=invgamma, Lset nst=6 rateszinvgamma e Lset nst=2  rates=invgamma),
respectivamente, selecionados de acordo com Akaike Information Criterion (AIC) no
software MrModeltest v.2.3 (Posada & Crandall, 1998). As arvores foram amostradas a cada
1000 geracdes, descartando 25% de todas as arvores obtidas. Probabilidade posterior (Rannala
& Yang, 1996) foram determinadas a partir da arvore de maior consenso entre as arvores

remanescentes. As arvores geradas foram visualizadas no programa FigTree (Rambaut, 2009).

Influéncia da temperatura no crescimento micelial

Foram selecionados seis isolados (LPPC11, LPPC17, LPPC21, LPPC22, LPPC24 e
LPPC26) para a realizacdo desse experimento. Discos de micélio de 5,0 mm de didmetro
foram retirados da borda da coldnia de cada isolado fungico com 10 dias de crescimento e
transferidos para o centro de placas de Petri contendo meios de cultura BDA e MA (Extrato
de Malte — Agar). Cinco placas de cada isolado foram dispostas em incubadoras tipo

Biochemical Oxygen Demand (B.0.D.), com temperaturas controladas a 15, 20, 25, 30 e 35
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°C no escuro. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes, totalizando 25 placas por isolado.

A avaliagcdo foi feita pela medicdo do didmetro das colonias, em duas direcdes
perpendiculares anotando os valores das médias em mm, a cada 48 h, durante 10 dias, a contar
do momento em que o disco de micélio foi disposto na placa contendo os meios de cultura.

Os niveis 6timos das varidveis que propiciaram os maiores crescimentos miceliais e 0s
crescimentos miceliais maximos foram estimados usando os modelos de regressdao e 0s
sumarios numéricos com o auxilio do programa TableCurve™ 2D 5.01 (Systat Software Inc.,
Chicago, EUA). O ajuste do modelo de regressdo utilizado foi baseado nas repeticGes das
variaveis analisadas. O modelo foi estabelecido de acordo com o maior valor do coeficiente
de determinacio (R?), distribuicdo dos residuos e quadrado médio dos erros.

Teste de patogenicidade

Cenouras cultivar Brasilia foram selecionadas pela uniformidade do tamanho e
auséncia de injarias. Inicialmente, as raizes foram lavadas com detergente e agua corrente,
enxaguadas duas vezes em dagua destilada e colocadas para secar em uma bancada do
laboratério sob papel toalha.

As cenouras foram feridas com furador contendo agulhas de 3 mm de profundidade e a
inoculacdo consistiu na deposicao de disco de micélio de 5 mm de didametro com dez dias de
crescimento, cultivado em meio BDA. Para o controle, foram utilizados discos de BDA néo
colonizados pelo fungo. As mesmas foram colocadas em camara Umida por 48 h e mantidos
em condi¢des de laboratdrio (25 + 2 °C/ 80% UR).

Seis isolados (LPPC11, LPPC17, LPPC21, LPPC22, LPPC24 e LPPC26) foram
selecionados aleatoriamente para avaliagdo da agressividade, com didmetros das lesGes
mensurados em diregdes perpendiculares em cada cenoura apés 48 h da inoculagdo. Os dados

foram submetidos & anélise de médias comparadas por teste de diferenca minima significativa
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de Fisher’s (LSD) em nivel de 5% de significancia usando Statistix 9.0 (Analytical Software,

Tallahassee, EUA).

RESULTADOS
Isolamento e identificagdo

Foram obtidos 18 isolados (Tabela 2) associados aos sintomas de podrid&o negra da
cenoura. Através de observacBes microscopicas, foi possivel constatar que os isolados obtidos
neste estudo compartillham caracteristicas morfologicas semelhantes a Thielaviopsis e
géneros relacionados, apresentando coldnias de coloragdo marrom, com variacdo na taxa de
crescimento (~ 33 a 42 mm de diametro) (Nel et al., 2018). Por meio das preparacGes
microscopicas foi observado a presenca de conidios hialinos, cilindricos, unicelulares,
produzidos isoladamente ou em cadeias. Clamiddsporos, com varias cadeias de esporos
unicelulares de coloragdo marrom escuro presentes nas hifas de forma terminal ou
lateralmente.

A amplificacdo dos segmentos génicos por PCR gerou produtos para as regides LSU,
MCMTY7 e 60S de aproximadamente 870, 640 e 650 pb, respectivamente. Para cada conjunto de
dados (sequéncias das regides LSU, MCM7 e 60S) foi gerado um alinhamento, assim como
para as trés regides em uma Unica matriz de dados (concatenado). Arvores filogenéticas
individuais derivadas de Inferéncia Bayesiana para cada um dos conjuntos de dados
das regides génicas LSU, MCM7 e 60S resultaram em topologias diferentes (Figura 1, 2, 3).
Entretanto, apesar da topologia diferente, os isolados obtidos neste estudo agruparam
filogeneticamente préximos a Berkeleyomyces nas trés analises. O resultado das analises
utilizando a matriz de dados concatenada suportou as relacfes existentes entre individuos da
familia Ceratocyistidaceae. A arvore (Fig. 04) mostra as relagdes filogenéticas entre os

géneros dessa familia.
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Apenas na arvore gerada a partir das analises do gene MCM?7 e na arvore concatenada
foi possivel distinguir consistentemente as duas espécies de Berkeleyomyces. Sendo que, 0s
isolados obtidos neste estudo agruparam com B. basicola. Em contrapartida, as regides LSU e
60S ndo apresentaram suporte suficiente para separar as duas espécies. A arvore LSU
apresentou todas as espécies pertencentes ao mesmo clado (99% de probabilidade posterior),
adicionalmente, as arvores de 60S apesar de separar as espécies em clados distintos, nao

apresentou suporte suficiente (probabilidade posterior de 0,66) para a distin¢do das espécies.

Influéncia da temperatura no crescimento de B. basicola

Houve diferenca significativa na taxa de crescimento micelial para os seis isolados
testados. Em funcdo das temperaturas, houve acréscimo no desenvolvimento da maioria dos
isolados entre as temperaturas de ~20 a 24 e ~22 a 24 °C, bem como, a temperatura 6tima para
cada isolado variou entre 19,82 e 23,39 (média de 22,35 °C) e 22 e 23,54 °C (média de 22,9
%), para BDA e MA, respectivamente (Tabela 3).

Os isolados LPPC11 e LPPC22, sob temperatura de 25 °C, obtiveram as maiores
médias de crescimento micelial nos dois meios de cultura utilizados, sendo BDA (42,2 e 43,9
mm) e MA (35,4 e 37,5 mm) (Tabela 3), respectivamente. O crescimento micelial dos
isolados LPPC21 e LPPC11, diminuiram acentuadamente a partir de 30 °C, sendo que, para
35 °C em meio de cultura BDA nédo houve crescimento evidente, 0 mesmo aconteceu em meio
MA para o isolado LPPC21 (Tabela 2).

A regresséo utilizada possui 0 modelo polinomial de terceiro grau (y=a+bx+cx2+dx3),
nesta, os dados de crescimento micelial foram ajustados de forma excelente em func¢do da
temperatura para todos os isolados e os valores de R? variaram entre 0.976 e 0.999. Na
equacéo, y representa o crescimento micelial em determinada temperatura (x), enquanto a, b,

c e d sdo parametros da regressao. Com o céalculo das derivadas desses parametros é possivel
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estimar o pico m&ximo de x em funcdo de y, sendo interpretado como a temperatura 6tima
para o crescimento micelial. Desta forma, o pico maximo de y em funcdo de X, sendo

interpretado como o crescimento micelial méximo (Figura 5, 6).

Teste de patogenicidade

Os 18 isolados identificados como B. basicola foram patogénicos quando inoculados
em raizes de cenouras. Destes, seis isolados (LPPC11, LPPC17, LPPC21, LPPC22, LPPC24 ¢
LPPC26) foram selecionados aleatoriamente para avaliar a agressividade. Nesse estudo, 0
modelo de regressao polinomial foi escolhido para seguir com as analises.

Houve diferenca significativa entre os isolados quanto a agressividade, estando
representada pelo tamanho do diametro das lesdes. As maiores les6es foram induzidas pelos
isolados LPPC22 e LPPC26, que demonstraram maior agressividade (1,18 e 1,23 cm) aos sete
dias apds a inoculacdo, respectivamente, quando comparados com os demais isolados
utilizados. Em contrapartida, o isolado LPPC21, causou as menores lesdes (0,5 cm),
evidenciando menor agressividade. Os demais isolados (LPPC11, LPPC17 e LPPC24),
causaram lesdes de comprimentos médios, e com isso, ndo diferiram entre si quanto a

agressividade (Figura 7).

DISCUSSAO

As semelhangas morfoldgicas entre membros da familia Ceratocystidaceae gerou, ao
longo do tempo, inimeras reclassificagbes, mudangas taxondmicas e confusfes quanto a
etiologia da podriddo negra da cenoura. Por muito tempo 0s géneros Thielaviopsis e Chalara
foram associados como 0 agente causal desta doenga. Embora Thielaviopsis basicola (=
Berkeleyomyces basicola) seja a principal espécie associada a podriddo negra da cenoura,

outras espécies como T. punctulata (Hennebert) A. E. Paulin, T. C. Harr. & McNew (= T.
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radicicola (Bliss) ZW. (De Beer & W. C. Allen) (Van Wyk et al., 2009), Chalara
thielavioides (Peyronel) (= Ceratocystis paradoxa (Dade) C. Moreau), (Nag Raj; Kendrick,
1975) e Chalaropsis thielavioides Peyronel (Kastelein et al., 2007; Milosavljevic et al., 2015)
ja foram relatadas causando o mesmo sintoma nesse hospedeiro.

Neste estudo, atraves de andlises filogenéticas com 18 isolados, aponta-se que B.
basicola é o principal agente etioldgico associado aos sintomas de podridao negra da cenoura
no Brasil. Atualmente, os estudos filogenéticos, representam uma importante ferramenta para
analisar a similaridade entre espécies e permitem a identificacdo bem-sucedida.
Berkeleyomyces € um recente género proposto por Nel et al., (2018), para acomodar
individuos que apresentavam caracteristicas distintas das outras espécies da familia
Ceratocystidaceae,

Por muito tempo a identificacdo de espécies dentro de Ceratocystidaceae foi bastante
confusa, principalmente devido a falta de marcadores consistentes. A busca por marcadores
moleculares consistentes vem sendo um desafio para esclarecer as relac@es entre individuos
desta familia. Em nossas andlises, 0 uso de sequéncias de DNA concatenadas das regides
LSU, MCM7 e 60S em Inferéncia Bayesiana suportou as relacfes existentes entre membros
de Ceratocystidaceae (Figura 4) propiciando a distin¢do filogenética entre os géneros. Nossos
resultados corroboram com o proposto por de Beer et al., (2014) para esclarecer as relagdes
dentro desta familia.

Embora filogenia usando dados concatenados das regides LSU, MCM7 e 60S revelem
as relaces em Ceratocystidaceae e suportem a distin¢do entre as espécies de Berkeleyomyces.
Para identificacdo de espécies em Berkeleyomyces o uso individual da regido MCM7 como
marcador molecular j& propicia a distincdo entre B. basicola e B. rouxiae (Figura 2). Os

clados suportados da arvore MCM7 também foram congruentes com a topologia da arvore
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concatenada, baseado nos trés genes estudados, a utilizacdo de uma Unica regido apresenta
grande vantagem por possibilitar uma analise menos laboriosa, mais rapida e econdémica.

Raja et al.,, (2011) utilizaram esse marcador para analisar filogeneticamente
Ascomycota e mostraram que MCM?7 apresentava maior informatividade e suporte em
comparagdo com o LSU, um dos principais genes utilizados para esse filo. Em andlises das
regides ITS, TEF1 e R-tubulina, MCM7 e TSR1, para a identificacdo de Pestalotiopsis,
MCM?7 foi o mais relevante em termos filogenéticos e suporte estatistico, que resolve melhor
a topologia com 0 maximo de nés suportados (Judith-Hertz, 2016). Resultados semelhantes
foram observados em espécies de Penicillium, onde MCM7 mostrou-se mais informativo para
a identificacao das espécies neste género (Peterson et al., 2011, Peterson et al., 2015, Gillot et
al., 2015).

A identificacdo correta com a adicdo de componentes epidemioldgicos das doencas
como crescimento micelial e agressividade tendem a refletir muito do genoma, e, mais
importante, € que a investigacdo desses caracteres também permite o estudo da variacdo
genética dentro das populac6es (Brasier, 1999).

Neste estudo, a similaridade das temperaturas 6timas para 0s crescimentos miceliais
dos isolados (~ 20-24 °C) indica que a adaptacdo de um individuo pode ser influenciada por
sua origem genética, bem como, pelo ambiente em que foi encontrado (Antonovics &
Alexander, 1989; Zhan & Mcdonald, 2013). A variacdo dessas temperaturas pode estar
relacionada com a origem dos isolados (LPPC21 e 24), uma vez que, Sdo Gotardo - MG
possui altitude acima de 1000 m, possuindo temperatura média de 20 °C. Enquanto, 0s
isolados (LPPC11, 17, 22 e 26) sdo oriundos de Irecé — Bahia, que possui temperaturas
médias superiores a 25 °C durante quase todo o0 ano. Adicionalmente, por ser uma doenca pos
colheita, o ambiente encontrado no processo de beneficiamento das cenouras com

temperaturas amenas, a proliferacdo do fungo pode estar adaptada a esta condicéo.
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A similaridade das temperaturas étimas proximas a 23 °C para expressdao da maxima
agressividade dos isolados em raizes de cenoura variando entre 0,5 e 1,23 cm, confirma a
observagdo de que os danos causados pela podriddo negra aumentam consideravelmente
quando o ambiente de acondicionamento das raizes esta semelhante ao ambiente de origem. A
agressividade é um fator que afeta o desenvolvimento de uma epidemia. Patdgenos com alta
agressividade estdo relacionados com eficiéncia em infectar o hospedeiro com menor periodo
de incubacdo, agressividade, rapida e alta producdo de inoculo que acarreta em maior periodo
infeccioso potencializando o desenvolvimento da epidemia (Agrios, 2005; Milgroom, 2015).

De acordo com 0s nossos estudos B. basicola é o principal agente causal da podridao
negra da cenoura no Brasil. Apesar da falta de marcadores morfolégicos que permitam a
distingdo entre espécies de Berkeleyomyces, o uso concatenado das regides (LSU, MCMY7 e
60S) e individual da regido MCM7 como marcador molecular, permite a identificacdo das

espécies. A temperatura 6tima de crescimento para B. basicola em BDA ¢ 22,35 e MA 22,90.
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Tabela 1 Relagéo dos isolados e numero de acesso do GenBank das sequéncias utilizadas como referéncia.

Espécie Cadigo Hospedeiro Local Autor Cadigo de acesso de GenBank
LSU MCM7 60S

C.eucalyptica ~ CMW11536 Eucalyptus sp. Africa do Sul E"du\)/("f‘g(\)’g%’k &J. KM495428  KMA495339  KMA495516

C. fimbriata CMW15049 Ipomoea batatas E.UA. C. F. Andrus; 1937 KM495432 KM495343 KM495520

C. piriliformis CMW6579  Eucalyptus nitens  Australia %oJo Wingfield; KM495453  KM495365  KMA495542

C. diversiconidia  CMw22445 1 erminalia Equador M. J. Wingficld; KM495423  KM495334  KM495511
ivorensis 2004

C. platoni CMwi4go2 latanus E.UA. T. C. Harrington; KM495454  KM495366  KM495543
occidentalis 1998

Ch. thielavioides = CMW22736 Lupinus albus Italia R. Ciferri; 1937 KM495489 KM495402 KM495579

Ch. ovoidea CMW22733  Quercus petraca  Alemanha ;'g'g*é'e'”hempe'; KM495487  KM495400  KM495577

Endoconidiophora - yy9g357  Pseudotsuga EUA R. W. Davidson; KM495424  KMA495335  KM495512

douglasi taxifolia 1951

E. coerulescens CMW?26365 Picea abies Alemanha T. Rohde; 1937 KM495418 KM495329 KM495506

Davidsoniella CMW3254  Eucalyptus sieberi  Australia M. J. Dudzinski; KM495427  KM495338  KMA495515

eucalypti 1989

Ambrosiella CBS11061  Coffea canephora ~ OS2 40 L.Brader;1961 KM495407  KM495318  KMA495495

xylebori Marfim

Huntiella CMw24e5g  Cucalyptus grandis oy M.J. Wingfield & S. -\ \ 1495416 KMA495327  KM495504

chinaeucensis e E. urophylla F. Chen; 2006

H. oblonga CMW23803 Acacia mearnsii Africado Sul  R. N. Heath; 2006 KM495447 KM495359 KM495536

H. moniliformis CMW10134 Eucalyptus grandis  Africado Sul M. van Wyk; 2002 KM495443 KM495355 KM495532

G. laricis CMW5601  Coledptero Austria géi*:'rf'i'gtgg‘ P. KM495476  KM495389  KM495566

G. pseudormiticu  CMW503 Pinus sp. Africado Sul M. J. Wingfield;1984 KM495477 KM495390 KM495567
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Continuacédo Tabela 1

W W W W™
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. rouxiae
. rouxiae

. rouxiae

. basicola
. basicola

. basicola

. cerberus
. ethacetica

. paradoxa

. musarum

T. radicicola

CMW5472
CBS413.52

CMW14219

CMW6714
CMW49352

CMW25440

CMW36668
CMW37775
CMW36689

CMW1546
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Lathyrus odoratus
Cenoura /
Eucalyptus regnans
Cenoura

Betula sp.

Styrax sp.

Elaeis guineensis
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Theobromae cacao
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Phoenix dactylifer

Etidpia
Holanda
Chile

Australia
Holanda

Indonésia
Camaroes
Malésia

Camaroes

Nova Zelandia
E.U.A

N. Geldenhuis

G. A. Van Arkel
J. Roux & R.
Ahumada

M. J. Wingfield
Desconhecido

M. J. Wingfield &
M. van Wyk

M. Mbenoun & J.
Roux; 2010

A. Johnson; 1952
M. Mbenoun & J.
Roux; 2010

T. W. Canter-
Visscher

D. E. Bliss

MF967080.1
MF967106.1

MF967086.1

MF967079.1
MF967102.1

MF967088.1

KM495415.1
KM495426
KM495451.1

KM495445.1
KM495459

MF948657
MF948662

MF948660

MF948658
MF948659.1

MF948661.1

KM495326
KM495337
KM495363

KM495357
KM495371

MF967074.1
MF967077.1

MF967076.1

MF967072.1
MF967075.1

MF967073.1

KM495503.1
KM495514.1
KM495540.1

KM495534.1
KM495548
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Tabela 2 Lista de isolados de B. basicola obtidos no presente trabalho.

Cadigo Fungo Ano Cidade Estado  Cddigo da
colecdo
TW5 Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC10
TW7 Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC11
TW8 Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC12
TW10  Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC13
TW12  Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC14
TW13  Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC15
TW15  Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC16
TW16  Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC17
TAM1  Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC18
TAM2  Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC19
TAM3  Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC20
TAM4  Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC21
TW11  Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC22
TW20  Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC23
TAM10 Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC24
TAM6  Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC25
TW14  Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC26
TW6 Berkeleyomyces basicola 2019 Recife PE LPPC27
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Tabela 3 Efeito da temperatura no crescimento micelial (CM) de B. basicola associada com a

podrid&o negra da cenoura sob dois meios de cultura.

Isolado C.M. T. Otima? (° C) C.M T. Otima? (° C)

Maximo* Maximo?

(mm) (mm)

BDA MA

LPPC11 41,19ba 22,74b3 36,56¢C 22,74c
LPPC17 41,04ba 22,46¢ 35,58d 23,23ba
LPPC21 39,64dc 19,82d 33,63e 21,99d
LPPC22 42,35a 23,29 38,19 22,99ch
LPPC24 38,07d 22,40c 36,12d 23,54a
LPPC26 39,99ch 23,3% 37,44b 22,92ch
MEDIA 40,38 22,34 36,25 23,07

12 Valores estimados pelo ajuste do modelo de regressdo polinomial de terceiro grau:

y=a+bx+cx2+dx3, onde y = crescimento micelial (mm); a, b, c e d sdo parametros da

regressao; X = temperatura.

% Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo

teste LSD de Fisher (P=0,05).
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Ceratocystis diversiconidia CMW22445
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1\ Graphium laricis CMW5601

L ¢ sraphium_pseudormiticum CMWS503

0.02

Figura 1 Arvore filogenética derivada a partir de Inferéncia Bayesiana baseada nas

sequéncias dos dados da regido LSU para espécies selecionadas da familia Ceratocystidaceae.

Os isolados utilizados neste trabalho estdo destacados em negrito. Graphium laricis e G.

pseudormiticum foram utilizados como outgroup.
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0.2

Figura 2 Arvore filogenética derivada a partir de Inferéncia Bayesiana baseada nas

sequéncias dos dados da regido MCM7 para espécies selecionadas da familia

Ceratocystidaceae. Os isolados utilizados neste trabalho estdo destacados em negrito.

Graphium laricis e G. pseudormiticum foram utilizados como outgroup.
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r

1
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Figura 3 Arvore filogenética derivada a partir de Inferéncia Bayesiana baseada nas

sequéncias dos dados da regido 60S para espécies selecionadas da familia Ceratocystidaceae.

Os isolados utilizados neste trabalho estdo destacados em negrito. Graphium laricis e G.

pseudormiticum foram utilizados como outgroup.
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Figura 5 Influéncia da temperatura no crescimento
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Figura 7 Médias dos diametros (cm) de lesbes em cenoura (cv. Brasilia) induzidas por B.
basicola associadas com podridao negra das raizes no Brasil, aos sete dias apds a inoculacéo.
As barras representam o erro padrdo da média e areas de lesGes significativamente diferentes

(P<0,05) apresentam uma letra diferente sobre a barra de erro.
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CONCLUSOES GERAIS
1. O agente causal da podriddo negra da cenoura no Brasil € B. basicola;

2. A combinacdo dos genes LSU, MCM7 e 60S foram eficientes para a identificacdo da

espécie B. basicola associados a podriddo negra da cenoura no Brasil,
3. O gene MCMY7 possui suporte consistente para distinguir as espécies dentro do género;

4. Influéncia da temperatura foi uma variavel eficiente para a taxa de crescimento micelial de
B. basicola;

5. Os isolados de B. basicola apresentaram comportamento diferencial em relacdo aos

niveis de agressividade em cenouras.
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