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RESUMO

MARTINS, P. P. Identificacdo filogenética do complexo Rhizoctonia solani em
coentro. 2018. 52 p. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento) -
Universidade Federal do Piaui, Teresina, Piaui, 2018.

O coentro (Coriandrum sativum) é uma planta herbacea que pertence a familia
Apiaceae. E classificada como hortalica folhosa e aromatica. Possui centro de
origem no sul da Europa e Oriente Médio. Russia e india sdo os maiores produtores
mundiais. Esta olericola apresenta importancia para a culinéaria devido ao uso de
suas folhas em temperos. Existem alguns problemas fitossanitarios de maior
relevancia, entre eles estdo os patdgenos que causam problemas no sistema
radicular, como Fusarium, Rhizoctonia sp. e Macrophomina phaseolina. A ocorréncia
de sintomas de podriddo radicular e tombamento em plantas de coentro ja foram
relatados em trabalhos no Brasil, no entanto, a identificacdo dos fitopatdgenos foi
realizada apenas com avaliacdo dos caracteres morfolégicos. Desta forma, este
estudo teve como objetivos: 1. ldentificar quais sdo 0S agentes que causam
tombamento e podriddo radicular em coentro, através de abordagem morfolégica e
analise molecular. 2. confirmar se os fungos identificados causam tombamento.
Amostras de plantas sintomaticas foram coletadas nos estados do Ceara, Piaui e
Distrito Federal nos anos de 2016 e 2017. Foram obtidos 13 isolados de fungos de
plantas sintomaticas. Inicialmente, os isolados foram cultivados em meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA) e Aveia Agar (A.A.). As culturas em ambos 0s meios de
cultura apresentaram, inicialmente, crescimento branco, tornando marrom ao 20°
dia. Todos os isolados produziram microesclerodios, no entanto em meio de cultura
Aveia agar a producdo foi maior em relacdo ao meio de -cultura BDA.
Posteriormente, foi realizada a técnica de coloracdo de nucleos com marcador
fluorescente DAPI e a contagem de ndcleo por hifa em microscopio de fluorescéncia.
Dez isolados apresentaram hifas multinucleadas e trés, hifas binucleadas, indicando
que estes pertenciam a géneros semelhantes a R. solani. Na andlise filogenética
seis isolados multinucleados agruparam com isolados de referéncias do grupo de
anastomose AG4 HGI, dois agruparam com isolado de referencia AG2-2 e 2
isolados ndo agruparam com nenhum grupo de anastomose ja descrito. Os isolados
binucleados, dois agruparam com Waitea circinata e um isolado agrupou com
Ceratobasidium ramicola. No teste de patogenicidade confirmou-se que todos os 13
fungos inoculados causaram tombamento em plantulas, e que isolados de R. solani,
Ceratobasidium e Waitea, ndo apresentaram diferencas significativas nos niveis de
agressividade. Este é o primeiro registro de R. solani AG2-2 e AG4-HGI, Waitea sp e
Ceratobasidium ramicola em coentro no Brasil. Além disso, neste estudo foi
identificado uma nova linhagem filogenética do complexo R. solani.

Palavras Chave: Ceratobasidium, Fungo de solo, Waitea



ABSTRACT

MARTINS, P. P. Phylogenetic identification of Rhizoctonia solani complex of
coriander. 2018. 52 p. Dissertation (Master in Genetics and Breeding) - Federal
University of Piaui, Teresina, Piaui, 2018.

Coriander (Coriandrum sativum) is a herbaceous plant that belongs to the Apiaceae
family. It is classified as a leafy and aromatic edible plant. Its center of origin is in
southern Europe and the Middle East. Russia and India are the world’s main
producers. This edible plant is of culinary importance, due to the use of its leaves for
seasoning. Among the phytosanitary problems, the most significant are the
pathogens that cause problems to the root system, such as Fusarium, Rhizoctonia
sp. and Macrophomina phaseolina. The occurrence of root rot symptoms and
collapse in coriander plants has already been reported in studies in Brazil, but the
plant pathogens were only identified by the evaluation of morphological characters.
Thus, this study had the objectives of: 1. identifying which agents cause collapse and
root rot in coriander, by means of a morphological approach and molecular analysis;
2. confirming if the identified fungi cause collapse. Samples of symptomatic plants
were collected in the states of Ceard, Piaui and the Federal District in the years 2016
and 2017. Thirteen fungal isolates were obtained from symptomatic plants. Initially,
the isolates were cultivated in Potato Dextrose Agar (PDA) and Oatmeal Agar (OA).
The cultures in both media showed white growth at first, turning brown at 20 days. All
the isolates produced microsclerotia, and the production was higher in OA than in
PDA culture. Later, the nucleus staining technique was carried out, using a DAPI
fluorescent marker, and nuclei in hyphae were counted under a fluorescence
microscope. Ten isolates presented multinucleated hyphae, and three had bi-
nucleated hyphae, indicating that these belong to genera similar to R. solani. In the
phylogenetic analysis, multinucleated six isolates grouped with reference isolates
from the anastomosis group AG4 HGI, two grouped with reference isolate AG2-2 and
two did not group in any already described anastomosis group. Among the bi-
nucleated isolates, two grouped with Waitea circinata, and one isolate grouped with
Ceratobasidium ramicola. In the pathogenicity test, all 13 fungi that were inoculated
were confirmed as causing collapse in the plantlets, and isolates of R. solani,
Ceratobasidium and Waitea did not present significant differences in levels of
aggressiveness. This is the first record of R. solani AG2-2 and AG4-HGI, Waitea sp.
and Ceratobasidium ramicola in coriander in Brazil. In addition, a new phylogenetic
lineage of the R. solani complex was identified in this study.

Key words: Ceratobasidium, Soil fungus, Waitea
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1. INTRODUCAO

O coentro (Coriandrum sativum L.) € uma hortalica folhosa pertencente a
familia Apiaceae e foi disseminada pelo mundo durante a colonizacdo europeia. Esta
espécie apresenta centro de origem no Sul da Europa e Oriente Médio. E uma
cultura que apresenta adaptacdo a clima quente e é intolerante a baixas
temperaturas (EMBRAPA, 2010).

Em 2016, Russia e india foram os maiores exportadores de semente de
coentro do mundo, sendo a india o maior consumidor desta especiaria. No
continente americano, Canad4, México, Estados Unidos e Argentina sdo 0s maiores
produtores. No Brasil a produgcdo de coentro e voltada principalmente para
comercializacdo das folhas, no entanto nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e
Pernambuco h& grande producdo de semente para comercializacdo (NOVOSTI,
2016)

No Brasil, essa olericola esta entre as mais consumidas, principalmente nas
regides Norte e Nordeste. Suas folhas frescas sdo bastante utilizadas como
temperos, em saladas e como elemento decorativo. As sementes também sao
usadas como condimento. A produgdo de coentro € voltada principalmente para
comercializagao das folhas, no entanto nos estados de Minas Gerais, S&o Paulo e
Pernambuco h& grande producdo de semente para comercializacdo (EMBRAPA,
2010).

Segundo dados da ABCSEM, em 2016 a area cultivada com coentro no Brasil
foi de 73.938 hectares, com producédo de 1.109.063 toneladas de coentro, gerando
um faturamento de cerca de 575,88 milhdes de dolares. No entanto, as perdas na
producdo dessa hortalica chegaram a 35% somando-se perdas na producdo e na
comercializacao.

Essa espécie apresenta diversos problemas relacionados a cultura e pode
apresentar doencas tanto na parte aérea como no sistema radicular, sendo este os
gue causam maiores danos na producgéo (REIS e LOPES, 2015; NORONHA et al.,
2015). Diferentes agentes etioldégicos foram relatados causando problemas
fitossanitarios e prejuizos econdmicos, como fungos, oomicotas, bactérias, virus e
nematoides. Os principais fitopatdgenos encontrados sao Rhizoctonia solani,
Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum, Alternaria dauci. Phytium spp.,
Pseudomonas syringae e Meloidogyne spp. (INFANTE et al., 2018; KOIKE et al.,
2017; CARZOLA et al.; 2005).
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O complexo de espécies Rhizoctonia solani é formado por um conjunto de
taxons de fungos que possuem mesmas caracteristicas no estadio anamorfico,
incluindo espécies do género Rhizoctonia e géneros afins, Ceratobasidium e Waitea.
Esses patdgenos sdo encontrados em solo e geralmente estdo associados as raizes
das plantas, causando a podriddo da raiz, tombamento de plantulas, mela e
manchas foliares (GONZALEZ et al., 2001).

A classificagdo do complexo Rhizoctonia é baseada nas caracteristicas
morfologicas, na interacdo de hifas e na contagem de nucleos por célula. A interacao
de hifas compativeis forma os grupos de anastomose (AGS), essa anastomose é a
manifestacdo de compatibilidade somatica entre individuos, e ocorre através da
fusado de hifas de dois isolados (GARCIA et al., 2006).

No entanto a identificacdo baseada apenas nas caracteristicas culturais dos
grupos de anastomose e dos géneros pertencentes a esse complexo néo é precisa,
pois possuem poucos marcadores morfolégicos e possuem mesmas caracteristicas.
Dessa forma, para que seja feita uma correta identificacdo faz-se necessario o uso
de técnicas moleculares. E a analise da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) tem
sido bastante usada no estudo dessas espécies por ser uma regido muito
conservada (SHARON et al., 2008).

Em visitas a hortas comunitérias na regiao de Teresina, Pl e em municipios
vizinhos observa-se frequentemente sintomas de tombamento de plantulas de
coentro. No Estado de Alagoas também foi constatado a presenca desses sintomas
em grande numero de plantas de coentro, e associado a estes sintomas
encontraram diversos géneros de fungos de solo (INFANTE, 2016). Existem poucos
trabalhos que relaciona a correta identificacdo de fitopatdgenos associados a
coentro, e € de fundamental importancia conhecer o agente etiolégico para aplicar
as devidas medidas de controle desses agentes.

Diante do exposto, neste estudo pretendemos (i). Identificar os agentes
causais do tombamento, mela e podriddo radicular do coentro através de técnicas
morfoldgica e de biologia molecular (ii). Realizar inocula¢des para confirmar se estes
microrganismos causam doencga (iii). Determinar os niveis de agressividade dos

isolados estudados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A cultura do coentro

O coentro (Coriandrum sativum) € uma hortalica folnosa de aspecto herbaceo,
apresentando porte baixo, e possui centro de origem no Sul da Europa e Oriente
(EMBRAPA, 2010). Esta espécie pertence a familia Apiaceae e apresenta
polinizagdo cruzada, sendo os insetos os principais agentes polinizadores. E uma
planta glabra com raiz pivotante, possui caule ereto e com poucas ramificacdes.
Suas folhas sdo compostas, partidas e com disposicéo alternada. As inflorescéncias
sdo do tipo umbela, com flores hermafroditas e pequenas. O fruto € um diaquénio
ovoide, globuloso, de 3-4 mm de diametro, e pode separar-se em dois aquénios
hemisféricos (CORREA, 1984). Essa cultura apresenta adaptacéo a clima quente,
sendo intolerante a baixas temperaturas (PEDROSA et al., 1984).

A disseminacdo dessa espécie botanica ocorreu por diversas partes do
mundo, através dos europeus, durante o periodo de colonizacao, alcancando paises
do continente Americano, com destaque para Brasil e México e paises do sudoeste
asiatico (CUNHA et al., 2011). Essa hortalica esta distribuida em diversos paises do
mundo, sendo a Russia e a india os maiores produtores mundiais (NOVOSTI, 2016)
e Canada, Estados Unidos, México e Argentina, os maiores produtores nas américas
(BLADE et al., 2016).

Nos paises europeus e nos Estados Unidos, os frutos maduros e secos séo
utilizados na culinaria como condimentos e aromatizantes de pées e bolos; na
industria de bebidas, como aromatizantes de cervejas e licores e na area
farmacéutica, por possuirem propriedades digestivas e calmantes (SILVA et al.,
2011).

No Brasil, o coentro é uma das olericolas mais consumidas, principalmente
nas regides Norte e Nordeste (PEDROSO, 2009). Esta hortalica é amplamente
utilizada na culinaria de diversas formas, sendo o uso das folhas frescas bastante
comum como tempero, em saladas e como elemento decorativo na finalizagdo de
pratos (FILGUEIRA, 1982; CARDOSO, 1997). Dessa forma, o seu cultivo no Brasil é
voltado principalmente para a producdo de folhas. No entanto, as sementes sao
importantes para propagacdo, os estados de Sao Paulo e Minas Gerais sdo os
maiores produtores de sementes de coentro (EMBRAPA, 2010).

Em funcéo do alto consumo de coentro no Brasil e por existir grande nimero

de produtores envolvidos em seu cultivo, essa cultura apresenta grande importancia
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socioecondmica (PEREIRA e NASCIMENTO, 2003). Por ser uma cultura de ciclo
precoce (45-60 dias) o retorno do capital investido € rapido, possibilitando o uso de
mao de obra familiar nos tratos culturais, permitindo desta forma o aumento da
renda familiar (HAAG e MINAMI, 1998).

As cultivares mais usadas no Brasil sdo: Verdao, Super-Verdao, Tabocas e
Portugués. No entanto, em algumas regides séo utilizadas sementes locais de
origens desconhecidas, produzidas pelos proprios agricultores (PEREIRA et al.,
2005; FILGUEIRA, 2008).

O plantio é realizado através de semeadura em canteiros definitivos com
espacamento entre sulcos de 20 a 30 cm. Geralmente, os produtores utilizam
grande quantidade de sementes, devido a baixa pureza e poder germinativo. Os
pequenos produtores utilizam estratégias de dividir a semente com objetivo de obter
maior rendimento na semeadura e melhoria na germinagdo (NASCIMENTO et al.,
2006). A colheita é realizada quando as plantas atingem cerca de 10 a 15 cm de
altura. Alternativamente, ramos sao colhido quando as plantas possuem de 50 a 60
cm de altura, com o objetivo de realizar diversas colheitas (COTIA 1987,
FILGUEIRA, 2000).

Devido a comercializacdo de sementes, no Brasil arrecadou cerca de 17,4
milhdes de dolares com a producéo de aproximadamente 780 toneladas de semente
(ABCSEM, 2012). Em 2016, a area cultivada com coentro, por pequenos e meédios
produtores, foi de 73.938 hectares, produzindo cerca de 1.100.000 toneladas de
sementes. Somando-se as perdas na producdo e na comercializacdo dessa
hortalica, o valor chega a 35% neste ano, no entanto, o0 comércio dessa espécie
gerou um faturamento de cerca de 576 milhdes de dolares (ABCSEM, 2017).
Observa-se que a producdo de coentro se encontra em expansao, principalmente
nos estados das regides nordeste, centro-oeste e norte do Brasil (ABCSEM, 2012;
WANDERLEY JUNIOR e NASCIMENTO, 2006). A regido que apresenta maior
producdo de coentro no Brasil € a Nordeste, sendo o estado de Pernambuco o maior
produtor, de folhas e de sementes (OLIVEIRA et al., 2003).

2.2 Problemas fitossanitarios na cultura do coentro
Diversos problemas fitossanitarios estao relacionados a cultura de coentro no
Brasil e no mundo. A associacdo de agentes de diferentes etiologias que causam

doencas ja foi observada nesta cultura. Esses microrganismos afetam tanto a parte
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aérea como o sistema radicular da planta, sendo este o que causa maiores danos a
producdo (REIS e LOPES, 2015; NORONHA et al., 2015). Associados as plantulas,
causam sintomas como podridao radicular e tombamento interferindo na reducao do
estande de plantas (NORONHA et al., 2015). Essas questdes, aliadas a poucas
informagdes sobre a cultura, dificultam o seu cultivo e diminuem a sua producao
(PEREIRA et al., 2005).

No Brasil, apesar do coentro ser uma importante cultura, existem poucos
relatos de fungos fitopatogénicos. Em 2013 foi registrado um surto de tombamento
em plantulas na regido do agreste alagoano, e diversos fungos habitante de solo
foram identificados (FERREIRA, 2013).

Infante et al. (2017) encontraram, nos campos de cultivo do estado de
Alagoas, cerca de 90% das plantas com sintomas de tombamento. As plantas
inicialmente, apresentaram sintomas de amarelecimento e, com o apodrecimento da
raiz, declinaram. Apés o isolamento do patdgeno e sequenciamento dos genes ITS e
Cox2, foi possivel confirmar a identificacdo da cultura como Pythium irregulare. Esse
foi o primeiro relato de P. irregulare causando tombamentos em plantagbes de
coentro no Brasil. Pythium spp. foram relatados induzindo o amortecimento das
mudas de coentro também na lItalia, P. ultimum ( GARIBALDI et al.,, 2010) e P.
disotocum em Porto Rico (ROMERO et al., 2012 ).

No estado da Califérnia, foram encontradas plantas de coentro com raizes
necrosadas e atrofiadas, além de folhagem amarelada e murcha. A incidéncia de
plantas com esses sintomas nos campos de cultivos variou de 10 a 20%. Atraves de
analise morfolégica o fungo foi identificado como Rhizoctonia solani e foram
utilizados primers para as regides ITS1 e ITS4 para confirmar a identificacdo através
do sequenciamento dos isolados. Apds 0 sequenciamento concluiu-se que esse
isolados pertencem aos grupos de anastomose AG2-1 e AG4-HGI de R. solani
(KOIKE et al.,, 2017). R. solani também foi encontrado em cultivo de coentro na
Argentina, entretanto, os autores nao identificaram os grupos de anastomose dos
isolados (MADIA e GAETAN, 1995).

Dentre as espécies de Fusarium que afetam coentro, as espécies ja relatadas
foram Fusarium oxysporum e Fusarium solani, causando sintomas de murcha e
podriddo radicular. Em plantas com murcha ocorre o escurecimento do tecido
vascular. Em 2006, dois sistemas hidrop6énicos tiveram 100% de perdas de alface e

coentro em Porto Rico devido a podridéo radicular. Os sintomas apresentados pelas
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plantas e a identificacdo morfoldégica do fungo mostrou que o patégeno era do
complexo de espécies Fusarium solani. Essa identificacdo foi confirmada através de
sequenciamento do gene ITS. (JENSEN e ABAD, 2009).

Outro importante fungo habitante de solo € Macrophomina phaseolina, e
apesar de ser um patégeno com ampla gama de hospedeiro, existe apenas um
registro de M. phaseolina em coentro no mundo. Em plantios de coentro na Bulgaria,
foram encontradas diversas plantas sintomaticas. Com base nas caracteristicas
culturais e esporos do fungo, os isolados foram identificados como Macrophomina
phaseolina (RODEVA et al., 2010).

Além dos agentes causadores de podriddo radicular na cultura do coentro,
existem patdgenos que foram encontrados causando manchas foliares. Em areas de
cultivo de coentro no estado da Florida (EUA), observou-se que cerca de 15% das
plantas manifestavam sintomas de manchas foliares. Através da analise morfolégica
o fungo foi identificado como Alternaria sp. A andlise molecular confirmou a
identidade de Alternaria dauci. Este foi o primeiro relato de A. dauci em coentro nos
Estados Unidos (POUDEL e ZHANG, 2017). A presenca desse fungo em coentro
também foi relatada em Porto Rico (WOUDENBERG et al., 2014).

2.3 O complexo de espécies Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani Kuhn é um fungo pertencente ao filo Basidiomicota,
habitante de solo considerado um fitopatdgeno cosmopolita, que causa doencas em
diversas espécies botanicas, e apresenta capacidade de acdo saprofitica no solo.
Tem como forma sexuada Thanatephorus curcumeris Frank. Por ndo produzir
esporos na fase assexuada, os inoculos produzidos nesta fase sdo micélio
vegetativo e microesclerodios. Na fase sexuada, produz basididsporos, no entanto, a
reproducdo da fase sexuada € dificil de ser observada, provavelmente, devido a
fatores genéticos do fungo ou devido a fatores nutricionais e condi¢cdes de
temperatura, luz e nutricionais ndo favoraveis (GONZALEZ et al., 2001; SNEH et al.,
2013).

O morfogénero Rhizoctonia é considerado um conjunto heterogéneo de
taxons de fungos filamentosos que nédo produz esporos na fase assexuada e possui
hifas grossas, com ramificacdo em de 90° graus, além de constricdo dos septos. As
espécies representadas por Rhizoctonia e géneros afins sdo geralmente

encontradas em solo, principalmente associadas as raizes, causando importantes
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doencas em plantas de interesse agricola, como olericolas, florestais e cereais.
Rhizoctonia solani causa doencas como podriddo de raizes, tombamento de
plantulas, mela e manchas foliares (GONZALEZ et al., 2001).

A identificacdo de R. solani na fase anamorfica é baseada em caracteristicas,
como ramificacdo em &angulo reto observada proximo ao septo distal das hifas,
ramificacdo de hifas com constricdo na extremidade basal, nimero de nucleos por
célula, coloracdo e morfologia da colbnia, diametro da hifa, morfologia e tamanho de
esclerodios (CARLING e SUMMER, 1992).

R. solani € um grupo complexo, formado por 14 grupos e diversos subgrupos.
Esses grupos séo determinados atraves da anastomose de hifas e sdo denominados
de grupos de anastomose AG-1 a AG-13. Além disso dentro de cada grupo de
anastomose existem os subgrupos. O ultimo grupo de anastomose encontrado foi
obtido de plantas de citros do Brasil (CARLING et al., 2002; CARLING et al., 1999;
CARLING et al.,1996).

A anastomose é uma manifestacdo de compatibilidade somatica entre
individuos do mesmo grupo, que ocorre pela fusdo de hifas de dois isolados, e
dessa forma ocorre a troca de material genético entre eles. Enquanto hifas de AGs
diferentes ndo conseguem se fundir, e, consequentemente, ndo trocam material
genético, ou seja, ndo ocorre a anastomose (ANDERSON, 1982). Esse conceito de
grupo de anastomose de é importante para fitopatologistas e melhoristas de plantas,
sob o ponto de vista etiologico, pois cada grupo de anastomose € considerado uma
linhagem filogenética distinta (CUBETA e VILGALYS, 1997; GONZALEZ et al.,
2001).

Morfologicamente, a classificagdo atual de R. solani é baseada nas
caracteristicas culturais e na interacdo de hifas compativeis que formam os grupos
de anastomose. Apesar dos marcadores morfolégicos serem utilizados durante
muito tempo na taxonomia desta morfoespécie, eles ndo sdo considerados precisos
na correta identificagdo, pois esse género possui poucos marcadores morfolégicos,
nao sendo possivel diferenciar corretamente os isolados. Outro problema é que
além do género Rhizoctonia, os géneros Waitea e Ceratobasidium, possuem as
mesmas caracteristicas morfolégicas, formando o morfo-género Rhizoctonia e
dificultando a diferenciagcdo desses géneros somente pela avaliagdo morfolégica
(GARCIA et al., 2006).
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Apesar da técnica de compatibilidade de hifas (grupos de anastomose) ser
frequentemente utilizada na identificacdo dos grupos, algumas vezes ocorrem
inconsisténcias, pois ela ndo determina os subgrupos e podem existir falhas na
interpretacdo dos resultados. Além disso Campos e Ceresini (2006) observaram que
entre isolados do grupo AG-1 IA houve incompatibilidade somatica. A correta
identificacdo do grupo de anastomose do complexo R. solani € importante, pois
existem grupos genéticos isolados. E cada grupo se comporta de forma diferente no
ambiente, tanto nos aspectos bioquimicos como genéticos. Em estudo conduzido
com isolados obtidos de diferentes hospedeiros horticolas, observou-se que o
agente etiolégico de tombamento em brécolis, tomate e meldo séo pertencentes ao
grupo de anastomose AG4-HGI, AG4-HGIIl e AG1-IB (KUMARAE et al., 2002).
Existe confirmacdo que a correta identificacdo dos grupos de anastomose de
Rhizoctonia é util para estudos de resisténcia de plantas, além de estudos
relacionados a epidemiologia e ecologia da doenga (CARLING et al., 1996).

Fatores relacionados a severidade e a agressividade dos isolados de R.
solani podem variar devido ao grupo de anastomose. Isolados de R. solani AG2-
21lIB e AG-4 causam podriddes em raizes e hipocotilos. No entanto, observa-se
diferencas quanto a agressividade entre os grupos de anastomose. Isolados AG2-
211IB sdo mais agressivos em raizes, enquanto que isolados AG-4 sdo mais
agressivos em hipocétilos (MUYOLO et al., 1993).

A identificacdo de grupos de anastomose tem sido confirmada pelo uso de
técnicas baseadas na analise de DNA. Andlise de sequéncias da unidade transcrita
5.8S e da regido espacgadora transcrita interna (ITS, do inglés Internal Transcribed
Spacer) tem sido usada para confirmar a taxonomia e relacdes filogenéticas entre os
diferentes grupos de anastomose do complexo Rhizoctonia solani facilitando, dessa
forma, a identificacdo deste complexo de espécies. O complexo Rhizoctonia solani
vem passando por modificagbes taxondmicas devido a utilizagdo de estudos
filogenéticos (SHARON et al., 2008; CARLING et al., 2002).

Os géneros Ceratobasidium e Waitea, aléem de apresentarem 0sS mesmos
marcadores morfologicos, estdo filogeneticamente proximos a Rhizoctonia.
Ceratobasidium é um importante patégeno de plantas, causando sintomas
denominados de queima-do-fio. Esse género apresenta fase anamérfica de isolados
binucleados de Rhizoctonia (BENCHIMOL et al., 2001; SNEH et al. 2013).
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O género Waitea se divide em trés importantes clados, sendo Waitea circinata
conhecido como a fase sexuada de R. oryzae e R. zeae (GUNNELL, 1986; ONIKI et
al., 1985). Essa espécie foi reclassificada em trés variedades, sendo W. c. var.
oryzae, W. c. var. zeae e W. c. var. circinata. Essa reclassificacédo foi baseada nas
caracteristicas da colénia e aspecto do micélio (GUNNELL, 1987). As espécies
pertencentes ao género Waitea sdo patdgenos que, geralmente, causam doencas
em plantas da familia Poaceae, como arroz, milho e gramados (CHANG e LEE,
2016).
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3. METODOLOGIA
3.1 Coleta e Isolamento

Em julho 2016 e fevereiro de 2017 foram realizadas coletas em &reas
produtoras de coentro em Teresina e José de Freitas no Piaui, em Tiangua e
Ubajara no Ceara e em Brasilia no Distrito Federal. Foram realizadas 10
amostragens onde coletaram-se plantas com sintomas de mela, podridao radicular e
tombamento (Figura 1).

As amostras com sintomas foram lavadas em agua esterilizada para retirada
do excesso de solo, em seguida foram cortadas e os fragmentos colonizados foram
colocados em élcool 70% por um minuto, posteriormente foram desinfetados com
hipoclorito de sédio a 1% por trés minutos, em seguida lavados com &gua
esterilizada para retirada do excesso de hipoclorito. Os fragmentos foram
depositados em papel filtro estéril para retirar 0 excesso de umidade. Apés uma
hora, os fragmentos foram transferidos para placa de Petri contendo meio de cultura
BDA (Dextrose Batata Agar) com antibiético estreptomicina (0,050g.L-1). Em
seguida as placas foram incubadas em estufa incubadora a 25°C com fotoperiodo
de 12 horas. As placas foram avaliadas diariamente, as avaliagdes foram realizadas
em microscépio estereoscopio. Ao observar hifas proximo ao tecido sobre o tecido,
realizou a transferéncia de fragmentos de hifas da borda da cultura crescidas do
tecido lesionado foram transferidos para nova placa de Petri contendo meio de
cultura BDA. As placas foram novamente colocadas em estufa incubadora, ap6s 10
dias de cultivo, foram coletados discos de micélio de cada isolado e armazenados
em microtubos. Todos os isolados se encontram depositados na colecédo de fungos

fitopatogénicos na Universidade Federal do Piaui (UFPI).
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Figura 1: Coriandrum sativum: (A) Area de cultivo em Ubajara - CE. (B) Plantulas de coentro. (C)
Cultivo de coentro em canteiros. (D) Flores e frutos.

3.2 Caracterizacdo morfolégica

A caracterizacdo morfolégica foi adaptada de Gonzalez et al. (2006). Cada
isolado foi cultivado em placas de Petri contendo meio de cultura BDA e Aveia Agar
(A.A.), em cada placa foi colocado um disco contendo o micélio do isolado. As
placas foram incubadas no escuro por 20 dias. Apds esse periodo foram avaliadas
as caracteristicas morfolégicas de cada placa, como aspecto da cultura,

pigmentacao, formacao de anéis concéntricos e formacao de esclerédios.
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3.3 Coloracéo de nucleo

A coloragdo de nucleos foi realizada no laboratério de microscopia da
Universidade Federal de Lavras em Minas Gerais, com protocolo adaptado de
Ceresini et al. (1996). A condicdo nuclear foi determinada usando pequenos
fragmentos de hifas obtidos da margem da colonia com idade de trés dias.
Fragmentos com 0.5 cm de diametro foram fixados em solucédo de Karnovsky com
pH 7.2. A determinacdo do numero de nucleos por célula foi feita com o marcador
fluorescente DAPI (4'6-Diamidine-2’-phenylindole dihydrochloride) (VectaShield® H-
1200 Vector®) e os meios de montagens e o septos com Calcofluor White (Sigma®)
0.1 mg.mL?! tampao fosfato de potassio pH 7.2. Os fragmentos fixados foram
colocados sobre gotas da solucdo DAPI, em seguida depositou-se as laminulas
sobre a gota para observacédo da marcacdo do nucleo, apés 5 minutos observou-se
a lamina em microscopio Laser Confocal Zeiss. Foi utilizado o software Zen 2012

para adquirir as imagens, com objetiva de 40x em 6leo de imersao.

3.4 Analise molecular

Os isolados fungicos foram enviados para o Instituto Biolégico em S&o Paulo
para realizacdo do sequenciamento.

A extragcdo do DNA gendmico dos isolados foi realizada utilizando-se o kit
“AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep” (Axygen Biosciences, Union City, CA,
Estados Unidos). A biomassa para extracdo de DNA foi produzida em placas
contendo meio BDA e transferida para um microtubo de 1,5 mL. As amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 1 min. O sobrenadante (meio de cultura) foi
descartado, ficando apenas o precipitado (biomassa fangica). Ao final da extracéo
de DNA, as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%,
corado com SYBR Safe (Invitrogen Brasil®), e a quantificacdo e mensuracdo do
tamanho do DNA gendmico foram realizadas por comparacdo de altura e
intensidade de banda com o marcador 1 Kb Ladder (Invitrogen Brasil®).

A reacao de PCR foi realizada utilizando os reagentes nas seguintes
propor¢des: 2uL do DNA, 5uL do tampéo 10X (0,5M Tris-HCI; 0,7M KCI; 0,21M MgCI2
pH 8,0), 1,5uL de MgCI2 (50mM), 1uL de dNTP (2mM), 2uL de cada primer na
concentragéo de 10pmol/pL, 1uL de Tag DNA polimerase (5un/uL), 35,5uL de agua
ultrapura..As regides génicas Internal Transcribed Spacer (ITS) foram amplificadas
usando os primers ITS 1 (5-TCC GTA GGT GA.A. CCT GCG G-3’) e ITS 4 (5°-TCC
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TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) (White et al., 1990). A amplificagdo foi realizada no
termociclador PCT-100 (MJ Research, Inc. USA), empregando-se 35 ciclos de 40
segundos a 94°C, 1 minuto a 55°C, 2 minutos a 72°C, seguido de um ciclo final de 5
minutos a 72°C. Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose a 2%
corado com GelRed™ (Biotium Inc.) e tamp&o TAE 1 x (SAMBROOK et al., 1989) e
visualizado sob luz UV. Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Brasil). O sequenciamento foi
realizado pelo Instituto Bioldgico de Séao Paulo.

As sequéncias de nucleotideos foram editadas usando SegAssem
(HEPPERLE, 2004). Sequéncias adicionais de isolados de referéncia de
Rhizoctonia, de diferentes hospedeiros, foram obtidas no GenBank (Tabela 1). As
sequéncias foram alinhadas usando o programa ClustalwW (THOMPSON et al.,
1994), como implementado no software MEGA v. 6 (TAMURA et al., 2011). Anélises
de inferéncia Bayesiana foram realizadas com todas as sequéncias empregando o
método de cadeias Monte Carlo (MCMCMC). O Mr Modeltest 2.3 (POSADA e
BUCLEY, 2004) foi usado para determinar o modelo de substituicio dos
nucleotideos que melhor se ajustou aos dados, o modelo utilizado foi GTR+G para
ITS. A analise filogenética foi realizada no CIPRES web portal (MILLER et al., 2010)
usando a versao MrBayes v. 3.2. (RONQUIST et al.,, 2012). Cadeias de Markov
foram executadas simultaneamente, a partir de arvores aleatérias para 10.000.000
geracdes. Arvores foram amostradas cada 1000th geracées para um total de 10.000
arvores. As primeiras 2.500 arvores foram descartadas como burn-in de cada
analise e as 7.500 arvores restantes foram utilizadas para o célculo das
probabilidades posteriores dos ramos determinados pelo consenso de maioria das
arvores amostradas. Arvores foram visualizadas em Figtree (RAMBAUT, 2009) e
exportadas para programas graficos. Nesta analise, isolados de Sclerotium rolfsii
foram utilizados como grupo externo. As sequéncias obtidas neste estudo foram

depositadas no GenBank (Tabelas 1, 2 e 3).



Tabela 1 — Acessos de Rhizoctonia solani provenientes de diversos hospedeiros depositados no Genbank
e no TreeBASE

Numero da . Acesso no

glsoyéﬁiga colecdo da Isolado ?j:auzgfsl:c?r%r:sp; ngt?:tdrgtrow Origem GenBank.

Cultura ITSC
R. solani PP 13 AG1-HG-I Coriandrum sativum  Tiangué, CE
R. solani PP 17 AG1-HG-I Coriandrum sativum  Tianguda, CE
R. solani RHIZ 546 AG1-HG-I Coriandrum sativum  Brasilandia, DF
R. solani RHIZ 639 AG1-HG-I Coriandrum sativum  Gama, DF
R. solani EMJS 17 AG2-2 Coriandrum sativum  Teresina, Pl
R. solani MPM 227 AG2-2 Coriandrum sativum  Teresina, Pl
R. solani MPM 235 Desconhecido Coriandrum sativum  José de Freitas, Pl
R. solani PP 55 Desconhecido Coriandrum sativum  José de Freitas, Pl
Waitea PP 41 Coriandrium sativum  Teresina, Pl
Waitea PP 48 Coriandrum sativum Teresina, PI
Ceratobasidium PP 37 Coriandrum sativum  Tiagu4, CE
R. solani SJ16 AG1-1A Glycine Max Brasil AY270010
R. solani R147 AG1-1B Trifolium repens Japéo AB122139
R. solani DR-BV22 AG1-1B Phaseolus vulgaris Republica AF308626

dominicana
R. solani P10 AG1-IC Beta vulgaris Japéo AB122142
R. solani RCP13 AG1-1D Coffea arabica Japéo AB122130
R. solani PS-4 AG2-1 Desconhecido Desconhecido AY154317
R. solani 23R01 AG2-3 Glycine max Japéo u57740
R. solani 221 AG2-4 Zea mays Estados Unidos AB054878
R. solani 15Rsc AG2-2 11IB Juncus sp. Japéo AF354116
R. solani RI-64 AG2-2 IV Beta vulgaris Japéo AY270014
R. solani G4 AG2-2 LP Zoysia grass Japéo AJ238163
R. solani TE2-4 AG2 BI Solo Japéo AB054873
R. solani 1600NC AG3TB Nicotiana tabacum Estados Unidos AF153774
R. solani F82 AG3 PT Solo Australia AB019023
R. solani HG- GM-3 AG4 HG-I Soja Japao AB000018
R. solani HG-I R97 AG4 HG-I Beterraba Japao AB000031
R. solani HG-1I 77- AG4 HG-II Beta vulgaris Japao AB000006
26R-1

R. solani EP-2 AG4 HG-IlI Spinacia oleracea Brasil AY154659

Continua



Conclusao

Nome da Numefo da Grupo/subgrup Hospedeiro/ _ Acesso no
espécie colecdo da Isolado o de substrato Origem GenBank.
Cultura anastomose ITSC
R. solani 31Rs AG5 Beta vulgaris Japéo AF354113
R. solani 0T2-1 AG6 Desconhecido Japéo AF153780
R. solani 91ST8057- AG7 Solo Estados Unidos AF354100
2A-RSA
R. solani (Z2G1-3) AGS8 Hordeum vulgare Australia AF354068
SA1512
R. solani 111Rs AG9 Solanum tuberosum Estados Unidos AF354108
R. solani 93017 AG10 Solo Australia AF153800
R. solani AG11 Desconhecido Desconhecido AY154313
R. solani H1l AG12 Pterostylis acuminata Austrélia AF153804
Waitea circinata IMI 375117 Oryza sativa Japéo AJO00195
Sclerotium FSR-052 Desconhecido Desconhecido AY684917
rolfsii

agstados do Brasil: MG = Minas Gerais; Pl = Piaui; DF = Distrito Federal. ? ITS-5.8S rDNA regido analisada no

sequenciamen
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Tabela 2 - Informacéo de Ceratobasidium spp. (Binucleado de Rhizoctonia) isolados de referéncia e seus nimeros de acesso ao

GenBank
Haplotipo Grupo de Nome da espécie Numero da Isolado Hospedeiro/ Origem ® Acesso no
anastomose colecédo da Substrato GenBank. ITS®
Cultura?

- - C. chavesanum sp. CML 3470 DK10c2a D. kaki SP, Brasil EU810045
nov.

- - C. chavesanum sp. CML 3471 DK1l1c2a D. kaki SP, Brasil EU810047
nov.

- - C. chavesanum sp. CML 3472 DK1lilbla D. kaki SP, Brasil EU810046
nov.

- - C. chavesanum sp. CML 3474T 10BRCA25 C. ardbica ES, Brasil KX870113
nov.

- - C. niltonsouzanum sp. CML 3477 Csie61 Camellia sinensis SP, Brasil EU810032
nov.

- - C. niltonsouzanum sp. CML 3478 CS9%4a C. sinensis SP, Brasil EU810043
nov.

- - C. niltonsouzanum sp. CML 3596 MPM 201 Azadirachta indica Pl, Brasil KX870111
nov.

- - C. niltonsouzanum sp. CML 3597 MPM 110 Eugenia uniflora Pl, Brasil KU175889
nov.

- - C. niltonsouzanum sp. CML 3598 T MPM 109 E. uniflora Pl, Brasil KU175888
nov.

- - C. albasitensis CBS 152.32 - Pteridium aquilinum Reino AJ427402

Unido
- - C. bicorne - 1231 Polytrichastrum FInlandia AF200514
formosum

- - C.bulbillifaciens CBS 132236 - Bark of Fraxinus Alemanha KC336072

- - C. angustiporum CBS 568.83 - Pterostylis mutica Australia AJ427403

- - C. cereale - Sequéncia - Suica AX195387

19 Da
Patente
WO00151653

Continua



Concluséao
Haplotipo Grupo de Nome da espécie Numero da Isolado Hospedeiro/ Origem ® Acesso no
anastomose colecédo da substrato GenBank. ITS®
Cultura?
- - C. cereale - Sequéncia - Suica AX195390
22 Da
Patente
WO00151653
- - C. cereal CBS 559.77 - Triticum aestivum Alemanha AJ302009
- - C. cereale - 99125 Agrostis palustris Canada AF222793
- - C. cornigerum CBS 133.82 - Pittosporum sp. EUA AJ301899
- - C. cornigerum CBS 137.82 - Erigeron canadenses EUA AJ301902
- - C. cornigerum - Eab-aB Medicago sativa Espanha AJ302010
- - C. noxium CBS 154-35 - Coffea arabica India EU810056
- - C. papillatum CBS 570.83 - Sarcochilus dilatatus Australia AJ427401
- - C. ramicola CBS 758.79 - Pittosporum sp. EUA AJ427404

Colecdes de cultura: CBS = CentrA.A.l bureau voor Schimmelcultures-Fungal Biodiversity Center, Utrecht, Holanda; CML= Colecdo Micoldgica de
Lavras, Universidade Federal de Lavras, Lavras, Brasil. "Estados do Brasil: AC = Acre; AM = Amazonas; ES = Espirito Santo; Pl = Piaui; SP = S&o
Paulo. ¢ ITS-5.8S rDNA Sequéncias utilizadas em analise filogenética. T: tipos de espécies
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Tabela 3 — Acessos de Waitea spp. (binucleado de Rhizoctonia) provenientes de diversos hospedeiros depositados no Genbank
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Nimero da colecédo da

Nome da espécie Cultura Hospedeiro/ Substrato Origem Acesso no GenBank. ITS
Waitea circinata PP 41 C. sativum Teresina, PI
Waitea circinata PP 48 C. sativum Teresina, Pl HQ270161.1
W. c. var. zeae Zea maydis China AB213593.1
W. c. var. zeae UR 01 Agrostis palustres Japéo
UR 02 . ~
W. c. var. zeae Agrostis palustres Japéo LC187269.1
W. c. var. zeae UR 03 Agrostis palustres Japéo
W. c. var. zeae UR 04 Agrostis palustres Japéo LC 187268.1
W. c. var. zeae UR 05 Agrostis palustres Japéo AB 213588.1
W. c. var. zeae Agrostis palustres Japéo AB 213590.1
Rhizoctonia sp Agrostis palustres Japéo
Rhizoctonia sp Agrostis palustres Japéo AB 213574.1
Rhizoctonia sp Agrostis palustres Japéo
W.c.v. circinata Solo Japéo AB 213575.1
W.c.v. circinata Solo Alasca, EUA AB213585.1
W.c.v. circinata Solo Alasca, EUA AB 213586.1
W. circinata V. unguiculata india HE 820286.1
W. circinata V. unguiculata india

HE 964994.1
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3.5 Teste de patogenicidade e agressividade

Para o teste de patogenicidade e agressividade utilizou-se bandejas de
germinacdo de 200 células. Em cada célula foi colocado substrato comprado ja
esterilizado, em seguida depositou-se no centro da célula quatro discos (2mm) de
micélio cultivados em meio de cultura BDA, quatro 4 sementes de coentro da
variedade Verddo foram depositadas em cima desses discos de micélio.
Posteriormente, cobriram-se as sementes com uma pequena por¢ao de substrato
esterilizado.

O experimento foi realizado contendo 13 tratamentos, nove repeticbes e uma
testemunha para cada tratamento. As bandejas foram acondicionadas em sala
climatizada de 25 °C por 15 dias.

No teste de patogenicidade avaliou-se somente a presenca de sintomas nas
plantulas. E sementes ndo germinadas e plantulas com sintomas de tombamento
foram consideradas como infectadas. Essas plantas foram coletadas e o patdégeno
foi reisolado em meio de cultura BDA para confirmacdo da sua identidade
(OLIVEIRA et al., 2008).

No teste de agressividade foi avaliado o numero de sementes né&o
germinadas e de plantulas com tombamento em cada célula. Os dados foram
transformados em Vx + 0,5, para atender as pressuposicées da ANOVA. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste

de Tukey (1953) com auxilio do programa estatistico R. Versdo 4.1.
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4. RESULTADOS
Neste estudo foram obtidos 13 isolados do complexo Rhizoctonia de plantas e
plantulas de coentro de cinco municipios de duas regides geograficas distintas.

Baseado na analise filogenética os isolados formaram cinco grupos
filogenéticos distintos pertencentes ao complexo Rhizoctonia. Sendo trés grupos de
R. solani e dos géneros Ceratobasidium e Waitea.

Os isolados PP 13, PP 17, RHIZ 546, RHIZ 639, RHIZ 692 e SAM 2
agruparam com isolados de referéncia do grupo de anastomose AG4-HGI. Os
isolados MPM 227 e EMJS 17 agruparam com isolados de referéncia pertencentes
ao grupo de anastomose AG2-2. Em ambos os agrupamentos, formaram-se grupos
com alto suporte de Bayesian probability (Bpp maior que 0,87). Os isolados MPM
235 e PP 55 formaram um clado distinto de todos os grupos de anastomose ja
descrito de R. solani (Bpp = 1.00) (Figura 2). Os isolados PP 41 e PP 48 formaram
grupo com suporte elevado (Bpp = 1.00), junto com isolados de Waitea circinata
(Figura 3). O isolado PP 37 agrupou com isolados de Ceratobasidium ramicola com

suporte elevado (Bpp = 1.00) (Figura 4).
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AY154317 R. solani AG 2-1
AF354108 R. solani AG 9
ABO00037 R. sofani AG 9 TX

AB054878 R. solani AG 2-4
AF153800 R. solani AG 10
AF153774 R. solani AG3TB
AB019023 R. solani AG 3 PT
AF354116 R. solani AG 2-2 liIB
s AJ238163 R. solani AG 2-2LP
AY270014 R. solani AG 2-2IV
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—— ABO054873 R. solani AG BI
0,9 U57740 R. solani AG 2-3
° 92 AY154313 R. solani AG 11
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AB000018 R. solani AG 4 HG-I
AB000031 R. solani AG 4 HG-I
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087 — pP17
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—— AY270010 R. solani AG 1-1A
AB122142 R. solani AG 1-IC

0,63 AB122139 R. solani AG 1-1B
41[3 AF308626 R. solani AG 1-IB
AB122130 R. sofani AG 1-ID
AJ000195 Waitea circinata

-
AY684917 Sclerotium rolfsii
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o)
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Figura 2. Andlise filogenética construida por inferéncia bayesiana de sequéncias da regido ITS
mostrando a relacdo entre espécies do complexo Rhizoctonia. Os valores de probabilidade estédo
representados nos entroncamentos da arvore. Os isolados utilizados nesse estudo estdo destacados
em negrito. Waitea cicinata e Sclerotium sp. foram usados como grupo externo



HQ270161.1 Waitea circinata var zeae
g7 | AB213593.1 Waitea circinata var zeae
LC187269.1 Waitea circinata var zeag
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AB213588.1 Waitea circinata var oryzae
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1001 PP48

HEB20286.1 Waitea circinata ¢
100 HE964994.1 Waitea circinata

KP202862 1 Rhizoctonia solani AG-1 1B

Figura 3. Analise filogenética construida por inferéncia bayesiana de sequéncias da regido ITS
mostrando a relacdo entre isolados de Waitea spp. Os valores de probabilidade estéo representados

nos entroncamentos da arvore. Os isolados utilizados nesse estudo estdo destacados em negrito.
Rhizoctonia solani foi usado como grupo externo

76, EU810043 Ceratobasidium niltonsouzanum
45|l CML 3596 Ceratobasidium niltonsouzanum
EU810032 Ceratobasidium niltonsouzanum
CML 3598 Ceratobasidium niltonsouzensis T
83L CML 3597 Ceratobasidium niltonsouzanum
EU810046 Ceratobasidium chavesanum
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AF200514 C. bicorne
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83~ AJ302009 C. cereale

AF222793 C. cereale
100 AX195387 C. cereale
100 L— AX195390 C. cereale

AB213585.1 Waitea circinata var circinata

Figura 4. Analise filogenética construida por inferéncia bayesiana de sequéncias da regido ITS
mostrando a relacdo entre isolados de Ceratobasidium ramicola. Os valores de probabilidade estédo

representados nos entroncamentos da arvore. Os isolados utilizados nesse estudo estdo destacados
em negrito. Waitea cicinata foi usado como grupo externo

Il

34



35

Na avaliagdo cultural (Tabela 4) a maioria dos isolados do complexo
Rhizoctonia apresentaram crescimento ralo nos meios de cultura BDA e AA.
Inicialmente, apresentaram coloracdo branca, tornando-se bege a marrom com 15
dias de cultivo (Figura 5A, C e D). Observou-se a formacéao de microesclerodios de
alguns isolados com formatos irregulares e coloracéo inicialmente marrom (Figura
5B, C, D, E). Os isolados da nova linhagem, PP55 e MPM235 apresentaram
caracteristicas culturais divergente dos outros isolados de R. solani, como a
producdo de um micélio mais denso (Figura 5B) e a producdo de esclerédios
maiores e mais escuros (Figura 5D, E, K, L e M). Os isolados PP41 e PP48 de
Waitea, apresentaram um micélio mais denso em meio de cultura A.A. e a producéo
de microesclerodios submersos no meio de cultura A.A. (figura 5F e J) e
miscroesclerodios maiores e de cor laranja em meio de cultura BDA (Figura 5G, H e
). Os isolados EMSJ 17 e MPM 227 apresentaram maior producdo de
microesclerodios. Em meio de cultura BDA a producdo de microesclerodios foi
menor em relacdo ao meio de cultura A.A. (Tabela 4). Em relacdo aos isolados PP
41 e PP 48, ao serem cultivados em meio de cultura BDA, produziram micélio ralo de
coloracdo branca a bege, e nao foi observada a producdo de microesclerodios. No
entanto, no meio A.A., ambos os isolados formaram col6nias inicialmente roseo,
tornando-se salméo aos 20 dias de cultivo. J& o isolado PP 37 de Ceratobasidium,

nao produziu esclerédios em nenhum dos meios de cultura.

Tabela 4 — Andlise cultural dos isolados do complexo Rhizoctonia obtidos de coentro

(Coriandrum sativum) crescidos em meios Batata-Dextrose-Agar (BDA) e Aveia-Agar

BDA AA.

ISOLADO Tipo Cor C.C. P. M. Tipo Cor C.C. P.M.
RHIZ546 Ralo Bege Nao Sim Ralo Bege N&o Sim
RHIZ639 Ralo Marrom Sim Nao Ralo Bege Sim Sim
RHIZ692 Ralo Bege Nao N&ao Ralo Bege N&o N&o
MPM227 Ralo Marrom Sim Sim Ralo Marrom N&o Sim
MPM235 Ralo Bege Sim Sim Ralo Bege N&o Sim
EMJS17 Ralo Marrom Sim Sim Ralo Bege Sim Sim

PP13 Ralo Bege Sim Sim Ralo Bege N&o Nao
PP17 Ralo Bege Sim Nao Ralo Bege N&o Sim
APP37 Ralo Begel/réseo N&o N&o Tufoso Bege N&o N&o
BPP41 Ralo Bege N&o N&o Ralo Bege/réseo N&o Sim
BPP48 Ralo Bege N&o N&o Ralo Bege/réseo Sim Sim
PP55 Tufoso Bege N&o Sim Tufoso Bege N&o Sim
SAM2 Ralo Bege N&o N&o Ralo Bege N&o Sim

Tipo: Densidade do micélio. Cor: cor do micélio. C.C.: Crescimento concéntrico, formacao de anéis na
placa cultivada. P.M.: Producéo de microesclerodios. Alsolado: Ceratobasidium ramicola - Blsolado:
Waitea circinata.




36

Figura 5: Rhizoctonia solani: (A) Aspecto de cultura de isolados do grupo de anastomose AG4-HG1
em meio de cultura BDA com a presencga de crescimento concéntrico e em meio de cultura A.A. (B)
Aspecto de cultura de isolado de nova linhagem filogenética, PP55, em meio de cultura BDA e A.A.
com a producdo de um micélio mais denso e microesclerodios maiores. (C) Aspecto de cultura de
isolados do grupo de anastomose AG2-2 em meio de cultura BDA e A.A. com a presenca de
crescimento concéntrico e producdo de microesclerodios. (D-E) Aspecto de cultura de isolado de
nova linhagem filogenética, MPM227. Waitea circinata. (F) aspecto da cultura em meio BDA com a
presenca de microesclerodios submersos no meio. (G) Aspecto da cultura em meio Aveia-agar coma
producdo de um micélio tufoso e producdo de microesclerodios grande e alaranjados. (H-1)
Microesclerodios de Waitea crescido em meio A.A. (J) Microesclerodios submerso em meio de cultura
BDA. (K) Morfologia de esclerddios do isolado PP55. (L-M) Esclerédios do isolado MPM227.
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Em uma das amostras de plantas com sintomas de mela observou-se a
formacao de tufos de micélio fortemente aderidos as folhas e caule. Ao realizar
analise microscopica, constatou-se a presenca de himénio e basidiosporos. Os
basididésporos apresentaram formatos obovoides e unicelulares. Os basididosporos
produzidos sao referentes a nova linhagem filogenética do complexo R. solani e
indicam a fase sexuada de R. solani (T. curcumeris) (Figura 6A, B, C e D).

Na contagem de nucleos observou-se que os isolados RHIZ 639, RHIZ 546,
SAM2, MPM227, MPM235, EMJS17, PP13, PP17 e PP55 sdo multinucleados, com
uma variacao de 3-7 nucleos por célula (Figura 6E). Enquanto os isolados PP 37, PP

41 e PP 48 foram binucleados (Figura 6F e G).

Figura 6: Marcadores morfolégicos complexo R. solani. (A-E) Hifas multinucleadas de Rhizoctonia
solani (B-C) Basidiésporos e basidia. (D) Presenca de himénio em caule de coentro (E). (F-G) Hifas
binucleadas de Ceratobasidium e Waitea

Todos os isolados foram patogénicos ao coentro, causando sintomas de
tombamento de pré e pds-emergéncia (Figura 7), além disso observou a formacao
de micélio de coloracdo branca sobre o tecido caulinar atacado, enquanto as
sementes ndo germinadas apresentaram micélio em sua superficie, provocando

podriddo das sementes, sendo que esta se desintegrava facilmente.
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Figura 7: Sintomas e teste de patogenicidade do complexo Rhizoctonia em coentro. Setas indicando
tombamento pos-emergéncia e asterisco indicando tombamento de pré-emergéncia.

No teste de agressividade observou-se que nao houve diferencas estatistica
significativas nos niveis de agressividade entre os isolados. Na testemunha
observou-se que a presenca de plantas com sintomas de tombamento,
provavelmente, devido a presenca de fungos saprofitos associados a sementes, que
interferiu na germinacao (Figura 8)

Agressividade
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Figura 8: Grafico indicando os niveis de agressividade de isolados de ARhizoctonia solani, AG4 e
AG2, BRhizoctonia solani nova linhagem filogenética, Ceratobasidium ramicola e PWaitea circinata.
Mesmas letras ndo apresentam diferenca estatistica.
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5. DISCUSSAO

Dos treze isolados deste estudo, dez apresentaram hifas multinucleadas e
trés binucleadas. A contagem de nucleos por célula é um importante técnica na
caracterizacdo do complexo Rhizoctonia, uma vez que para o género Rhizoctonia os
grupos de anastomose sao multinucleados, enquanto espécies e linhagem
filogenética dos géneros Waitea e Ceratobasidium séo binucleados. A determinacéo
do numero de nucleos por célula é uma caracteristica importante na taxonomia
deste grupo de fungos (SNEH et al., 1991).

Baseado na andlise filogenética, este estudo confirma a existéncia de cinco
taxons do complexo Rhizoctonia solani na cultura do coentro, sendo os grupos de
anastomose AG4-HG-1 e AG2-2, além de uma nova linhagem filogenética e a
identificacdo dos géneros Ceratobasidium e Waitea. No Brasil, estudos realizados
por Bolkan e Ribeiro (1985) detectaram um isolado de R. solani AG-4 causando
tombamento em coentro. Reis e Lopes (2016) também relataram a associacao deste
fungo com esta cultura. Porém nao realizaram a identificacdo do grupo de
anastomose. Nestes dois estudos a identificacdo foram realizadas baseada apenas
com avaliacdo dos marcadores morfologicos e reacdo de anastomose, tornando o
resultado falho e impreciso. Pois pode ocorrer incompatibilidade somética entre
isolados do mesmo grupo (CAMPOS e CERESINI, 2006).

Em outros paises também foi relatado a presenca de R. solani em coentro,
como na Argentina, no entanto ndo houve determinacdo do grupo de anastomose
(MADIA e GAETAN, 1995). Na Italia relatou-se R. solani AG1-IB (GARIBALDI et al.,
2010) e, nos Estados Unidos, isolados R. solani AG2-1 e AG4-HGI foram
identificados através de sequenciamento da regido génica ITS. Ambos os grupos de
anastomose causaram sintomas de tombamento em plantulas de coentro (KOIKE et
al., 2018).

O complexo R. solani é composto por 14 linhagens filogenética distinta, onde
cada grupo de anastomose representa uma linhagem filogenética (GONZALEZ et
al., 2006). Existem alguns grupos de anastomose que sdo ecologicamente
adaptados a infeccdo de Orgaos aéreos das plantas, desta forma acredita-se que
estes grupos sao relativamente especializados (BAKER, 1970). Os principais grupos
de anastomose que foram observados na parte aérea das plantas sédo: AGL-IA,
AG1-1B, AG1l-IE, AG1l-IF e AG2-2WB (GODOQY-LUTZ et al., 2008). No Brasil, foi

detectado a associacdo dos grupos de anastomose AG1-IA causando manchas
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areolada em seringueira, e AG1-1B causando queima foliar em plantas medicinais da
familia Lamiaceae (MELO et al., 2018; GAINO et al., 2010).

Isolados do grupo de anastomose AG4-HG-I sdo amplamente distribuidos e
causam doenca em diversas plantas cultivadas. Este grupo de anastomose é
reconhecido como sendo uma linhagem ndo especializada e geralmente ataca
orgdos de plantas que entram em contato com a superficie do solo, causando
tombamento de pré e pos-emergéncia. Enquanto os isolados do grupo AG2-2 sao
representados por linhagens que geralmente estdo associadas a manchas foliares
(SNEH et al., 1991).

As pesquisas que envolvem estudos de identificacdo do complexo
Rhizoctonia e plantas olericola sdo escassos. Geralmente a identificacdo do agente
causal é baseada na morfologia da hifa e caracteristicas culturais. No Brasil, a Unica
pesquisa que emprega técnicas de sequenciamento de nucleotideos que envolvem
isolados de R. solani de plantas olericola foi realizado na regido Sudeste, e neste
estudo foram identificados os grupos de anastomose AG1-IB em alface, AG4-HG-I
em tomate e meldo, AG4-HG-Ill em brdcolis e espinafre (KURAMAE et al., 2002).

Em uma das coletas observou plantas, com presenca de himénios e
basididsporos aderidos e caule e folhas. Provavelmente, estes basidiésporos podem
ser fonte de in6culo podendo ser dispersos pelo vento ou através de respingo de
gotas de agua de irrigacdo, alcancando as folhas de coentro e causando sintomas
de mela na parte aérea. Esporos sexuais de R. solani sdo importantes no processo
de infeccdo, pois, geralmente, o resultado da infecgcdo sdo sintomas de manchas
foliares (GONZALEZ et al., 2001, SNEH et al., 1991).

No Brasil, a fase sexuada de R. solani (T. curcumeris) foi registrada em
diversos patossistemas. Em arvores de eucalipto foram obtidos isolados de AG1-1B
(SILVEIRA et al., 2000). Em plantas de soja isolados dos grupos de anastomose
AG1-IA (FENILLE et al., 2002), em arvores de seringueiras, AG2-2 Hb (GAIANO et
al., 2010), em plantas de algodado com sintomas de mela foram encontrados isolados
do grupo de anastomose AG4-HGI (GOURLART et al., 2011) e AG1-IB em plantas
da familia Lamiaceae (MELO et al., 2018). Ainda ndo existem informacdes sobres os
fatores ambientais necesséarios para a formacdo das estruturas de reproducéo
sexuada desse grupo de fungos. Devido a heterogeneidade filogenética, estas
condi¢cdes ambientais diferem entre os taxons e entre os isolados pertencentes a

mesma espécie. A umidade é essencial para a producdo da fase sexual de
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Rhizoctonia spp. onde a umidade relativa 6tima deve estar entre 40-100% (SIMS,
1956).

Todos os isolados deste estudo incitaram sintomas de tombamento de pré e
pos-emergéncia. Fungos habitantes de solo tém habilidade de causar trés tipos de
tombamento. Inicialmente, estes microrganismos atacam as sementes, ocorrendo o
processo de apodrecimento, consequentemente, ocorre a reducdo do poder
germinativo. Rhizoctonia solani é considerado um patdgeno necrotrofico que
degrada o tecido do hospedeiro antes da colonizacdo, esta caracteristica esta
associada a producao de enzimas extracelulares ou toxinas. Na fase da germinacao,
0 patégeno causa podridao do tecido tenro das plantulas e por ultimo o tombamento
de plantulas, sendo que este € o sintoma visivel. Estes sintomas provavelmente
estdo ligados a producdo de enzimas liticas. Isolados de R. solani AG-4 secretam
enzimas pectoliticas e celuloliticas que provavelmente estdo associadas com a
degradacéo de tecidos (REIS e LOPES, 2016; VAN KAN, 2006; AGRIOS, 2005;
MARCUS et al.,1986).

Neste estudo foram encontrados dois isolados que ndo se agruparam com
nenhum grupo de anastomose descrito de R. solani. No futuro estes isolados
poderdo ser descritos como novo grupo de anastomose. Para isso devem ser
realizados estudos adicionais, como sequenciamento de outros genes e
compatibilidade somética de hifas com os grupos de anastomose descritos. Este
resultado evidencia a importancia do uso de sequenciamento na identificacdo de
Rhizoctonia. O ultimo grupo de anastomose descrito foi associado a plantas de
Citros, provenientes do estado do Acre (GAIANO et al. 2006).

Neste estudo foi encontrado isolados dos géneros Ceratobasidium e Waitea
circinata causando doencas em plantas de coentro. Estes dados reforcam a
importancia do sequenciamento de nucleotideos de genes marcadores nas técnicas
de identificacdo desses patdgenos, tendo em vista a semelhanca morfologica destes
géneros. Blanco et al. (2018) obteve diversos isolados com morfologia de R. solani
de solos cultivados e ambiente natural. A caracterizacdo atraveés de sequenciamento
de nucleotideos identificou 14 taxons de diferentes grupos de anastomose de R.
solani, Waitea circinata e Ceratobasidium spp. Alguns registros mencionam a
presenca de Rhizoctonia binucleados causando doencas em plantas de interesse
agricola, no entanto quando o isolado é binucleado se trata dos géneros

semelhantes, Waitea e Ceratobasidium. No Brasil, foi registrado a ocorréncia de
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Rhizoctonia binucleada causando tombamento e mancha foliar em culturas de
eucalipto, feijdo caupi, soja e feijoeiro (FENILLE et al., 2002; SILVEIRA et al., 2000;
CERESINI et al., 1996; NECHET e HALFELD-VIEIRA, 2006).

No teste de agressividade observou-se que nao houve diferencas
significativas entre os isolados de R. solani e nem entre os isolados dos géneros
Ceratobasidium e Waitea. No entanto alguns estudos mostram que agressividade
dos grupos de anastomose R. solani pode ser variavel. Cardenas et al. (2015)
mostraram que em plantas de tabaco isolados do grupo de anastomose AG2-1 foi
mais agressivo quando comparado com isolados dos grupos de anastomose AG4-
HGI e AG4-HGlII.

A correta identificacdo dos agentes que causam podriddo radicular e
tombamento em plantulas de coentro podera auxiliar no manejo e no controle dos
agentes fitopatogénicos. E a identificacdo do grupo de anastomose de R. solani é
importante, uma vez que cada grupo de anastomose apresenta varia¢cao no nivel de
agressividade, gama de hospedeiro e na sensibilidade a fungicida, podendo ser util
para programas de melhoramento de coentro futuramente (JHONES et al., 1989;
PASCUAL et al., 2000).
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6. CONCLUSOES

Este estudo confirma a presenca de cinco tdxons pertencentes ao complexo
Rhizoctonia solani em coentro.

Uma nova linhagem filogenética pertencente a R. solani foi identificada

Todos os isolados inoculados foram patogénicos, causando sintomas de
tombamento de pré e pés-emergéncia em plantulas de coentro.

Os isolados de Rhizoctonia solani, Ceratobasidium e Waitea apresentam os

mesmos niveis de agressividade.
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