DU

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

YASMIM FREITAS FIGUEIREDO

POLIPHASIC TAXONOMY OF Aspergillus SPECIES IN THE
SECTION Nigri INVOLVED WITH THE SISAL BOLE ROT
DISEASE

LAVRAS-MG
2017



YASMIM FREITAS FIGUEIREDO

POLIPHASIC TAXONOMY OF Aspergillus SPECIES IN THE SECTION Nigri
INVOLVED WITH THE SISAL BOLE ROT DISEASE

Dissertagao apresentada a
Universidade Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduagdo em
Agronomia/Fitopatologia, para a
obtencao do titulo de Mestre.

Prof. Dr. Jorge Teodoro de Souza
Orientador
Dr. Fernando Pereira Monteiro
Coorientador

LAVRAS-MG
2017



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geracio de Ficha Catalografica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) proprio(a) autor(a).

Figueiredo, Yasmim Freitas.

Poliphasic taxonomy of Aspergillus species in the section Nigri
involved with the sisal bole rot disease / Yasmim Freitas
Figueiredo. - 2017.

42 p. il

Orientador(a): Jorge Teodoro de Souza.

Coorientador(a): Fernando Pereira Monteiro.

Dissertacdo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Lavras, 2017.

Bibliografia.

1. Taxonomia polifésica. 2. Agave sisalana. 3. Aspergillus
welwitschiae. 1. Souza, Jorge Teodoro de. II. Monteiro, Fernando
Pereira. II1. Titulo.




YASMIM FREITAS FIGUEIREDO

POLIPHASIC TAXONOMY OF Aspergillus SPECIES IN THE SECTION Nigri
INVOLVED WITH THE SISAL BOLE ROT DISEASE

Dissertagao apresentada a
Universidade Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduagdo em
Agronomia/Fitopatologia, para a
obtengdo do titulo de Mestre.

Aprovada em 24 de abril de 2017

Dr. Flavio Henrique Vasconcelos de Medeiros - UFLA
Dr. Phellippe Arthur Santos Marbach - UFRB

Prof. Dr. Jorge Teodoro de Souza
Orientador

Dr. Fernando Pereira Monteiro
Coorientador

LAVRAS-MG
2017



A minha mae e meus irmaos, 0 amor € apoio incondicionais € compreensao das minhas
auséncias em prol da pesquisa.
Dedico



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, por me proteger, guiar e dar forgas para superar os obstaculos
em minha vida e a Nossa Senhora por passar na frente nos momentos de desespero.

A minha familia, meus pais, irmdos e sobrinhas por estarem sempre presentes em minha
caminhada e ndo deixar que eu desista dos meus sonhos, mesmo tendo que conviver com a
distancia e a saudade.

A Universidade Federal de Lavras por todo o suporte dado.

Ao Departamento de Fitopatologia por toda experiéncia adquirida na minha jornada de
trabalho.

Ao professor Jorge Teodoro de Souza pela orientagdo, compreensao e amizade.

Aos meus colegas dos laboratorios de Fitopatologia Molecular e Controle Bioldgico que
sempre estio dispostos a ajudar e dar uma palavra amiga.

A todos os Laboratorios que me deram suporte para que minhas pesquisas fossem
realizadas, principalmente o de Laboratério de Taxonomia Polifasica de Aspergillus e
Penicillium e Laboratorio de Patologia Florestal.

Aos meus amigos de longa data, meu bonde, que mesmo longe, estdo sempre dispostos
a ajudar

A todos os amigos que a vida e os congressos me deram, principalmente a Sueny, pois
sem ela eu ndo estaria em Lavras.

Ao meu namorado, Murilo Henrique, o carinho, companheirismo e por estar presente
mesmo nos momentos de estresse € nervosismo.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes) pela
concessao da bolsa.

A todos que me ajudaram direta e indiretamente, para a realizagio deste trabalho, meu
muito obrigada!!!



“Podemos escolher recuar em direcdo a
seguranga ou avancar em direcdo ao
crescimento. A opgao pelo crescimento tem que
ser feita repetidas vezes. E o medo tem que ser
superado a cada momento.”

(Abraham Maslow)



RESUMO

O sisal (Agave sisalana) é uma planta origindria da Peninsula de Yucatan no México e ¢
cultivada para fins comerciais por produzir fibra dura de alta qualidade. O Brasil é o maior
produtor e exportador mundial desde 1971, no entanto, sua producao estd em declinio devido
ao baixo nivel tecnologico e a ocorréncia da podridao vermelha do sisal. Aspergillus niger foi
anteriormente relatado como o causador da doenga com base em caracteres morfoldgicos. No
entanto, espécies de Aspergillus da secdo Nigri sdo morfologicamente indistinguiveis. A
taxonomia polifasica inclui a caracterizagdo morfoldgica, fisioldgica e molecular dos isolados.
Objetivou-se identificar por meio de taxonomia polifasica, as espécies de Aspergillus,
causadoras da podriddo vermelha do sisal. A taxonomia polifasica foi inicialmente aplicada
em 26 isolados de Aspergillus de diversos locais. As caracteristicas morfologicas e
fisiologicas, incluindo cor, tamanho, forma e textura dos conidios; tamanho e forma da
vesicula, divisdo, comprimento, largura e textura do conidiéforo; crescimento em diferentes
meios de cultura e diferentes temperaturas, cor do micélio, cor e textura do reverso da colonia
e presenca de exsudados, mostrou que todos os isolados pertencem a espécie 4. niger. No
entanto, as analises moleculares de fragmentos da regido espacgador transcrito interno (/75)
do RNA ribossomal, B-tubulina (BenA) e calmodulina (CaM), mostraram que vinte isolados
pertencem a espécie 4. welwitschiae, cinco isolados a 4. niger e um isolado a 4. brasiliensis.
Os testes de patogenicidade em mudas de sisal revelaram que a maior parte dos isolados de 4.
welwitschiae sdo patogénicos, juntamente com o isolado de A. brasiliensis, mas nenhum dos
isolados de A. niger foi capaz de causar a doenga. Os testes de patogenicidade mostraram que
a maior parte dos isolados foi capaz de causar doenga em mudas de sisal. Conclui-se que A.
welwitschiae ¢ o principal causador da doenga e que até o momento nenhum isolado de 4.
niger se mostrou patogé€nico e tampouco foi observada sua associacdo com plantas de sisal.

Palavras-chave: Taxonomia polifasica. Agave sisalana. Aspergillus welwitschiae.



ABSTRACT

Sisal (Agave sisalana) is a plant native to the Yucatan Peninsula in Mexico and is grown for
commercial purposes by producing high quality hard fiber. Brazil is the world's largest
producer and exporter since 1971, however, its production is declining due to the low level of
technology and the occurrence of sisal bole rot. Aspergillus niger was previously reported as
the cause of the disease based on morphological characters. However, some Aspergillus
species of the section Nigri are morphologically indistinguishable. The polyphasic taxonomy
includes the morphological, physiological and molecular characterization of the isolates. The
objective of this study was to identify the Aspergillus species that cause sisal bole rot by
polyphasic taxonomy. The polyphasic taxonomy was initially applied to 26 Aspergillus
isolates from several sites. Morphological and physiological characteristics, including color,
size, shape and texture of conidia; size and shape of the vesicle, division, length, width and
texture of the conidiophore; growth in different culture media and different temperatures,
mycelial color, color and texture of the colony reverse and the presence of exudates showed
that all the isolates belong to A. niger species. However, molecular analyzes of internal
transcribed spacer (I7S), B-tubulin (Bend) and calmodulin (CaM) fragments showed that
twenty isolates were A. welwitschiae, five were A. niger and one isolate was A. brasiliensis.
Pathogenicity tests on sisal seedlings revealed that most isolates of A. welwitschiae are
pathogenic, together with the 4. brasiliensis isolate, but none of A. niger isolates were able to
cause the disease. It is concluded that A. welwitschiae is the main agent of the disease and A.
niger was not associated with sisal bole rot.

Keywords: Poliphasic taxonomy. Agave sisalana. Aspergillus welwitschiae.
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CAPITULO 1: Revisio de Literatura
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INTRODUCAO GERAL

O género Aspergillus é integrado por espécies diversificadas e para a correta
identificacdo destas € necessario o estudo das caracteristicas morfologicas, fisiologicas e
filogenéticas (SAMSON et al., 2014). Com o avanco tecnoldgico ao longo dos anos, muitas
descobertas no ramo da fitopatologia tém sido realizadas e diversos patégenos de plantas tém
sido identificados em laboratdrios (SILVA et al., 2006). A correta identificagdo dos agentes
causais das doencas de plantas permite a orientacdo para a tomada de decis@o quanto ao
manejo a ser utilizado na cultura.

A identificagdo morfologica ¢ realizada por macro e micromorfologia, principalmente
pela anélise das colonias fungicas e dos conidios. Ja a identificacdo molecular ¢ realizada por
meio da andlise de sequéncias da regido do espacgador transcrito interno (/7S) do DNA
ribossomico, a B-tubulina (Bend), a calmodulina (CaM) e pela segunda subunidade da RNA
polimerase (rpb2). Os testes de patogenicidade, incluindo os postulados de Koch, sdo
utilizados para confirmar a patogenicidade de supostos agentes etioldgicos da podridao
vermelha do sisal, como realizado por Santos et al. (2014).

O sisal (Agave sisalana Perrine) ¢ uma planta monocotiledonea, semi-xerofila e
rustica que se desenvolve bem em regides secas, com altas temperaturas e luminosidade e em
solos pouco férteis. Com isso, ¢ de fundamental importancia socioecondmica, por gerar renda
em locais de elevada pobreza, como o semiarido brasileiro (ALVES et al., 2004). O sisal ¢
cultivado para fins comerciais, por possuir uma fibra dura de alta qualidade, utilizada na
produgdo de cordas, artesanato, papel kraft, tapetes, podendo também ser utilizada na
construcdo civil e na industria (MARTIN ez al., 2009). O Brasil ¢ lider mundial na producao
sisaleira desde 1971 (MAPA, 2015). Entretanto, o baixo nivel tecnoldgico e as doencas
causadas por fitopatdogenos sdo alguns dos fatores limitantes para o cultivo e aumento da
producao no Brasil. Entre as doencas ja relatadas em sisal, a podridao vermelha (Aspergillus
sp.) € a mais importante (SANTOS et al., 2014).

A doenga ¢ caracterizada por produzir inicialmente uma podridao interna do tronco
da planta, progredindo para as bases foliares, que passam a apresentar coloragdo avermelhada,
e externamente o amarelecimento das folhas das plantas afetadas (LIMA et al., 1998). O
agente causal da podridio vermelha do sisal foi identificado, por meio de analises
morfologicas e testes de patogenicidade, como Aspergillus niger (COUTINHO et al., 2006;
SOARES et al., 2006). Todavia, Santos et al. (2014), utilizando métodos de caracterizagao
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morfologicos e moleculares, identificaram A. brasiliensis e A. tubingensis, além de A. niger,
como agentes da podridao vermelha do sisal.

Diante do exposto, o primeiro capitulo ¢ uma revisdao de literatura com objetivo de
apresentar a cultura do sisal e informar sobre os agentes da podriddo vermelha, bem como
sobre sua identificacdo taxondmica. O segundo capitulo € um manuscrito a ser submetido, que
tem como objetivo identificar por meio de taxonomia polifasica as espécies de Aspergillus da

secao Nigri causadoras da podriddo vermelha do sisal.

1. REFERENCIAL TEORICO

2.1. GENERO Aspergillus

O género Aspergillus é caracterizado pela formacao de conidios em cadeia e fialides.
Pertencente ao filo Ascomycota, ordem Eurotiales, e a familia Trichocomaceae. Estdo
presentes nesse género 339 espécies, divididas em seis subgéneros: Aspergillus, Cremeli,
Circumdati, Fumigati, Nidulantes e Polypaecillum em 22 secdes (Tabela 1), sendo que os
subgéneros Cremei e Polypaecillum nio sio divididos em se¢des (KOCSUBE et al., 2016).
Micheli (1729) foi quem descreveu pela primeira vez este género, e a primeira revisao deste
foi realizada por Thom e Church (1926). A classificagdo mais recente ¢ de Kocsubé et al.
(2016) e foi baseada principalmente em caracteristicas morfologicas, fisiologicas e
principalmente filogenéticas, incluindo métodos moleculares para auxiliar na qualidade e
confiabilidade da classificagdo do gé€nero. Este género ¢ importante por possuir espécies
patogénicas a humanos, a animais e a plantas. Além disso, também podem ser agentes de
deterioragdo de alimentos, produtores de metabolitos toxicos, embora algumas espécies
possam ser utilizadas na fermentacdo de alimentos e aplica¢des biotecnologicas (SAMSON;
VARGA, 2009). Em plantas como o sisal, estes microrganismos podem atuar como saprofitas
ou parasitas fracos e causa doengas apenas em locais com lesdes de origem mecanica ou
fisiologica (SILVA et al., 2008).

A reproducao deste fungo é sexuada e assexuada e suas caracteristicas microscopicas
sd0 importantes em sua caracterizagdo. A fase sexuada produz ascos, ascosporos e cleistotécio
(SAMSON et al., 2014). Na fase assexuada possuem conidios, conidi6foros usualmente
asseptados e em seu apice esta a vesicula que pode ser ligada diretamente as fialides ou
possuir uma métula (estrutura que liga a fidlide a vesicula) entre elas, sendo denominados de

unisseriados (Figura 1A) ou bisseriados (Figura 1B), respectivamente (KLICH, 2002).
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A caracterizagdo morfolégica ¢ dividida em macro e micromorfologia. A
macromorfologia engloba a taxa de crescimento da coldnia, grau de esporulagdo, textura, cor
do micélio, exsudados, presenga de esclerddio ou cleistotécios e analise das estruturas sexuais
e assexuais, devido a ocorréncia dos dois tipos de reproducdo em diferentes meios como
czapek yeast autolysate agar (CYA), malt extract autolysate (MEA), yeast extract sucrose
agar (YES), oatmeal agar (OA) e creatine sucrose agar (CREA). A micromorfologia inclui a
forma do conidio, presenga ou nao de métulas, dimensdo, forma, coloragdo e textura do
conidiéforo, forma e desenvolvimento da vesicula, tamanho, morfologia ¢ ornamentacdo dos
conidios no meio czapek yeast autolysate agar (CYA) ou malt extract autolysate (MEA)

(SAMSON et al., 2014).

Tabela 1 — Género Aspergillus e sua divisdo em subgéneros e se¢des.
Género Subgénero Secao
Aspergillus Aspergillus Aspergillus

Restricti
Circumdati Candidi
Circumdati
Flavi
Flavipedes

Jani

Petersonii

Nigri
Robusti
Tanneri

Terrei

Cremei -

Fumigati Cervini
Clavati
Fumigati
Nidulantes Aeni
Bispori
Nidulantes
Ochraceorosei

Raperi
Silvati
Sparsi
Usti
Versicolores

Polypaecillum -

Fonte: Samson et al., 2007; Houbraken; Samson, 2011; Samson et al., 2014; Hubka et al.,
2014; Jurjevic et al., 2015; Hubka et al., 2016; Kocsubé et al., 2016; Despot et al., 2017.
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Figura 1 — Morfologia dos conididforos de espécies de Aspergillus unisseriados (A) e
bisseriados (B).

l Conididgforo "

AT Tcous e e l'g B

Fonte: http://Www.uprm.edu/bio10gy/profs/betancourtc/Lab/Asﬁergilosis.htm

A caracterizagdo morfoldgica € uma parte importante na identificacdo de Aspergillus
sp., mas se faz necessaria a jungdo com outros métodos, uma vez que nem todas as espécies
podem ser separadas somente por analises morfologicas como A. niger e A. welwitschiae. A
taxonomia polifasica ¢ baseada no fenotipo, com andlise morfoldgica (macro e
micromorfologia) e produgdo de extrdlitos e também no gendtipo, por meio de sequéncias de
fragmentos de genes (SAMSON et al., 2007).

A identificag@o molecular é realizada por meio de sequenciamento de fragmentos de
genes, como do espagador transcrito interno (/7S) do DNA ribossomico, da B-tubulina
(BenA), da calmodulina (CaM) e pela segunda subunidade da RNA polimerase (rph2). A
comparagdo de sequéncias dessas regides com sequéncias presentes em bancos de dados de
referéncia ¢ feita com o Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) e Reference Sequence -
Basic Local Alignment Search Tool (RefSeq — BLAST). A amplificagdo pela reagdo da cadeia
da polimerase (PCR) da regido ITS, pode ser utilizada para distinguir espécies de alguns
fungos, mas nao distingue espécies no género Aspergillus, no entanto € utilizada apenas para a
confirmacao do género. Dessa forma ¢ necessario o uso de marcadores adicionais (SCHOCH
et al., 2012), como a BenA, a CaM ou rpb2, que possuem fragmentos uteis na separacao de

espécies (SAMSON et al., 2014).

2.2. SECAO Nigri DE Aspergillus

A secdo Nigri ¢ caracterizada por possuirem conidios pretos ou proximos a cor preta.
Este grupo possui espécies importantes nos setores alimenticio, médico e biotecnologico
(VARGA et al., 2011). A classificacdo e identificacdo de espécies nessa se¢ao ¢ complexa

devido ao numero reduzido de caracteres diagnosticos. Muitas classificagdes taxondmicas ja
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foram propostas, porém, existe grande dificuldade de se classificar apenas por fenétipo. Com
isso, 0 uso de caracteres moleculares ¢ de extrema importancia. A taxonomia polifasica ¢é
utilizada como ferramenta para a separagao de espécies desse clado com o uso de caracteres
morfologicos, fisioldgicos e moleculares (SAMSON et al. 2007; SAMSON et al., 2014).

A analise da producao de extrolitos auxilia na separacdo de algumas se¢dos, mas ndo
diferencia espécies (SUSCA et al., 2016). Algumas das espécies presentes na se¢ao Nigri,
como A. niger podem produzir metabolitos secundarios que auxiliam na taxonomia, como a
micotoxina ocratoxina A com propriedades carcinogénicas, teratogé€nicas, imunossupressoras
e nefrotoxicas (VARGA et al., 2007). Micotoxinas geram impactos significativos na
sociedade moderna, pois contaminam os produtos no campo, durante o armazenamento e
processamento. Os niveis de ocratoxina A ndo podem estar acima dos niveis tolerados por
cada pais ou regido e inviabilizam a venda dos produtos (VARGA ef al., 2010). No Brasil a
resolucdo n® 7 de 18 de fevereiro de 2011 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) dispde sobre os limites maximos tolerados de diferentes micotoxinas em
alimentos.

Samson ef al. (2014) analisaram a filogenia, identificacdo e nomenclatura de espécies
do género Aspergillus utilizando as regioes /TS, BenA, CaM e rpb2, e para a se¢cdo Nigri, um
fragmento do gene de calmodulina foi a mais informativa devido a presenca de polimorfismos
fixos, também chamados de SNPs (single nucleotide polymorphisms), pois diferenciou
espécies muito proximas. O alinhamento e comparagdo das sequéncias de calmodulina das
espécies da Secdo Nigri (Figura 2) descritas at¢é o momento, separou esta se¢do em 18
espécies, divididas em 6 clados: 4. tubingensis, A.niger/A.welwitschiae, A. carbonarius, A.
heteromorphus, A. homomorphus e A. aculeatus. Os clados A. tubingensis e
A.niger/A.welwitschiae e a espécie A. brasiliensis estdo no clado A. niger agregado. Os
integrantes desse clado possuem elevada similaridade morfologica.

O clado A. niger/A. welwitschiae é o de mais dificil diferenciagdo, por serem espécies
cripticas com caracteristicas morfologicas idénticas e pouca diferenga filogenética
(PERRONE et al., 2011). Apenas 3 SNPs do fragmento sequenciado do gene da calmodulina
foi utilizado para diferenciar essas espécies (SAMSON et al., 2014). A espécie A. awamori
(PERRONE et al., 2011) foi descrita no clado A.niger/A.welwitschiae com base no isolado
depositado incorretamente como neotipo (CBS 557.65NT). Estudos posteriores empregando
sequéncias de calmodulina mostraram que A. awamori ¢ idéntica a espécie tipo de A4.
welwitschiae (CBS 139.54) (HONG et al., 2013). Portanto, descrigdes que ndo levam em

consideragdo sequéncias de calmodulina podem incorrer no risco de serem invalidadas.
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Figura 2 — Arvore filogenética de um fragmento do gene que codifica a calmodulina de todas
as espécies validas da secao Nigri encontradas nos bancos de dados publicos. A arvore foi
construida com 456 nucleotideos alinhados utilizando o método de Maxima verossimilhanga
(ML) e o modelo de substituicio K2 + G + 1. A analise de bootstrap foi feita com 1000
pseudo-reamostragens e os nimeros nos clados representam valores acima de 70%. A escala
representa o nimero de substitui¢des por sitio.

FJ491700 A. neoniger )> x
FN594560 A. vadensis 3
o4 FN594545 A. costaricaensis [Clado de A tubingensis (B >
' ()
o7 EU163267 A. piperis S %
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EF661167 A. carbonarius
EF661170 A. ellipticus
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¥ 0
—
0.05

Obs: as espécies A. awamori, A. fijiensis, A. lacticoffeatus e A. piperis, ndo sao validas.

2.3. PODRIDAO VERMELHA DO SISAL

O sisal (Agave sisalana) pertence ao género Agave, que possui mais de 300 espécies.
A. sisalana se destaca por sua beleza e rusticidade, podendo ser utilizada como ornamental,
mas ¢ principalmente usada para fins comerciais, como fonte de fibra vegetal dura. Essa fibra
possui boa qualidade e ¢ capaz de substituir fibras sintéticas (CUNHA NETO; MARTINS,
2012). Estas fibras estdo presentes nas folhas do sisal e podem variar de 1 a 1,5 m de
comprimento com uma coloragdo creme ou amarelo palido (SILVA et al., 2008). A fibra pode

ser usada na confeccdo de cordas, tapetes, tecidos, mantas ¢ bolsas (BROWN, 2002). No
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Brasil, possui importancia socioecondmica no nordeste brasileiro, promovendo a geracao de
renda em locais de elevada pobreza (ALVES et al., 2004).

O sisal ¢ de regido tropical e se desenvolve bem em locais com climas quentes e com
alta luminosidade. A reproducdo da planta é principalmente assexuada, o plantio deve ser
realizado antes da época chuvosa, através de rebentos ou de bulbilhos de plantas sadias,
havendo assim pouca variacao morfologica entre as plantas. O ciclo da cultura varia entre 8 a
10 anos, sendo o primeiro corte realizado aos 36 meses e os posteriores, a cada 12 meses. A
planta possui sistema radicular fibroso e fasciculado, com raizes: fixadoras e alimentadoras. E
acaulescente, pois o caule é subterraneo, denominado rizoma. Na parte aérea, o pseudocaule
tem forma de roseta, seu eixo central € envolto por uma casca lignificada, de espessura média
de 3 mm, onde hé a inser¢ao das folhas em forma de espiral (SILVA et al., 2008). As folhas
sdo rigidas, lisas, de coloracdo verde, com apices pontiagudos, carnosas, com alta cutinizagdo
da epiderme e numero reduzido de estomatos. Esses trés tltimos auxiliam na defesa da planta
contra as condigdes de aridez e fitopatogenos (ALVES et al., 2004). No interior das folhas
estd um tecido esponjoso, denominado parénquima, onde esta a fibra. O florescimento ocorre
apenas uma vez ao final do ciclo vegetativo com flores hermafroditas, e raramente ocorre a
frutificagdo de forma natural (SILVA et al., 2008).

O provavel centro de origem do sisal ¢ na Peninsula de Yucatan no México (BROWN,
2002). O Brasil ¢ o maior produtor mundial, em 2013 obteve uma producdo de 150.584 t,
seguido da Tanzania (34.875 t), Quénia (28.000 t), Madagascar (18.950 t) e México (12.000 t)
(FAO, 2015). Os principais exportadores mundiais sdo Brasil, Tanzania, Quénia e
Madagascar, com exportagdes de 69.251 t, 18.000 t, 23.030 t e 6.390 t, respectivamente. O
principal importador dos derivados do sisal ¢ a China, que importa elevada porcentagem das
produgdes do Brasil (64%), de Madagascar (52%) e da Tanzania (42%), enquanto o Quénia
tem como principais importadores China, Arabia Saudita, Nigéria e Marrocos (<50%) (WGC,
2015). Nacionalmente, os estados produtores sdo Bahia, Paraiba, Ceara e Rio Grande do
Norte, responsaveis por 95,6%, 3,6%, 0,8% e 0,1%, da producdo brasileira, respectivamente
(IBGE, 2015).

O sisal chegou ao Brasil aproximadamente em 1903, e a partir da década de 1930 foi
introduzido como possibilidade socioecondmica para a regido nordeste (ALVES et al., 2004).
Devido a sua facilidade de adaptagdo, desenvolveu-se bem no semiarido, e por ser cultivado
no periodo seco, gera emprego e renda nos setores industriais, artesanais e medicinais,
mostrando assim sua importancia econdmica local e nacional (SILVA et al., 2008). Traz

beneficios a sociedade pois sdo produzidos principalmente via agricultura familiar no estado
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da Bahia, onde mais de 400 mil agricultores familiares sobrevivem do cultivo do sisal, fato
esse que auxilia na permanéncia do homem no campo e na regido nordestina (CONAB, 2013).
O meio ambiente também ¢ beneficiado, pois seus produtos sdo biodegradaveis e podem ser
reciclados e seu cultivo € de baixo impacto, por possuir baixa necessidade de defensivos e
adubos quimicos (MOREIRA et al., 1996).

Apesar dos beneficios, a area cultivada com sisal e a produtividade no Brasil estdo
decrescendo nos ultimos anos devido a baixa tecnologia ao longo da cadeia produtiva.
Geralmente, a mao-de-obra empregada ndo ¢ qualificada e a remuneragdo ¢ baixa, todavia, a
demanda de seu produto estd em ascensdo. Outro fator que afeta a produg@o ¢ que apenas 4%
das folhas sdo aproveitadas na forma de fibra, e seus residuos sdo divididos em liquidos
(80%) e solidos (16%) (CONAB, 2013), que possuem potencial de uso para fins fitoterapicos
(CUNHA NETO; MARTINS, 2012).

A ocorréncia de algumas doencas em plantagdes brasileiras ja foi relatada, como a
antracnose, que tem como agente causal Colletotrichum agaves Cavo (MEDINA, 1954) ¢ a
podridao vermelha do sisal, também conhecida como podridao do cepo, que causam prejuizos
significativos a lavoura (MEDINA, 1954; LIMA et al, 1998). O baixo conhecimento
tecnologico e manejo inadequado da cultura elevam a pressdo da doenga e dissemina¢ao. Com
isso elevam os prejuizos ao agricultor e reduz a sustentabilidade e continuidade das lavouras
(BATISTA et al., 2010). Nao existem produtos quimicos registrados para o controle da
podriddo vermelha do sisal (SILVA et al., 2008; BATISTA et al., 2010). No entanto, se esses
existissem, ndo garantiriam o sucesso da lavoura, pois a maior parte dos produtores nao
teriam condic¢des financeiras para investir. Dentre as alternativas de manejo mais promissoras,
estdo a adogdo de tratos culturais adequados e uso de material propagativo sadio, para evitar a
entrada do patdgeno na area (BATISTA et al., 2010).

O sintoma da podriddo vermelha do sisal ¢ a altera¢ao de cor das folhas de verde para
avermelhada, de forma progressiva para as bases foliares e externamente o amarelecimento
das folhas nas plantas afetadas e posterior murcha (LIMA ef al., 1998). Os prejuizos causados
as lavouras iniciaram na década de 70 em locais especificos da Bahia, Paraiba e Rio Grande
do Norte e em 1998 atingiu niveis de prejuizos mais acentuados (SILVA et al., 2008). De
acordo com trabalhos realizados por Silva et al. (2009), em diferentes areas de plantio da
Bahia, a incidéncia da doenga variou de 1,5 a 43,66% nas areas avaliadas, e mudas de
rebentos, mesmo provenientes de plantas sadias ou de plantas doentes, apresentaram entre

54,54 ¢ 75 % de plantas doentes.
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Figura 3 — Podridao Vermelha do sisal (A) planta com amarelecimento causado pela doenga
entre plantas sadias; (B) lesdo foliar da doenga; (C) pseudocaule sintomatico de planta doente;
(D) tecido lesionado.

- - \\ 'M .'

Fonte: Jorge Teodoro de Souza.

No Brasil ja foram registrados alguns relatos de agentes causais, sendo eles: 4. niger
(MEDINA, 1954; COUTINHO et al., 2006; SOARES et al., 2006), identificado por meio de
caracteristicas morfologicas, sendo realizado o teste de patogenicidade com isolados dos
estados da Bahia e Paraiba; Lasiodiplodia theobromae identificado por métodos morfologicos
com posterior teste de patogenicidade utilizando material isolado do Estado da Paraiba
(LIMA et al., 1998). As espécies Aspergillus brasiliensis, A. niger e A. tubingensis, foram
isoladas de materiais do estado da Bahia, sendo as unicas identificadas por métodos
moleculares com o gene da B-tubulina além de métodos morfologicos e posterior teste de
patogenicidade (SANTOS et al., 2014). No entanto, como indicado anteriormente, espécies
do clado A.niger/A.welwitschiae sao distinguidos apenas por sequéncias do gene da
calmodulina. Portanto, esses estudos serdo indispensaveis para a identificacdo de espécies do

clado A.niger/A.welwitschiae causadoras da podridao vermelha do sisal.
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Aspergillus welwitschiae IS THE MAIN CAUSAL AGENT OF SISAL BOLE ROT

DISEASE

Yasmim Freitas Figueiredo'; Patricia Oliveira dos Santos?; Luis Roberto Batista®; Fernando

Pereira Monteiro'; Phellippe Arthur Santos Marbach?; Cees Waalwijk*; Jorge Teodoro de

Souza!

! Department of Phytopathology, Federal University of Lavras, P.O. Box 3037, Lavras 37200-000,
MG, Brazil

2 Reconcavo da Bahia Federal University, Bahia, Brazil

3 Department of Food Science, Federal University of Lavras, Lavras, MG, Brazil

* Wageningen University and Research Centre, Wageningen, Netherlands

ABSTRACT

Brazil is the world's largest producer of sisal. However, its production has been declining due to the
occurrence of a disease known as sisal bole rot. Aspergillus brasiliensis, Aspergillus niger, and
Aspergillus tubingensis were reported as the causal agents of the disease based on morphological
characters and B-tubulin sequences. The aim of this study was to identify species of Aspergillus in the
section Nigri associated with sisal bole rot disease. The isolates were identified by morphological and
phylogenetic analyses with the sequences of regions Internal Transcribed Spacer, B-tubulin and
calmodulin. According to the phylogenetic analyses, 4. welwitschiae, A. niger and A. brasiliensis were
among the isolates under study, but pathogenicity tests on sisal plantlets revealed that A. brasiliensis
together with most isolates of A. welwitschiae were pathogenic, whereas none of 4. niger isolates was
able to cause the disease. Lastly, it was concluded that A. welwitschiae is the main cause of the disease
and A. niger does not seem to be pathogenic to sisal.

Keywords: Agave sisalana, polyphasic taxonomy, section Nigri.
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The genus Aspergillus comprises 339 species divided into six subgenera and 22
sections (Samson et al., 2014; Kocsubé et al., 2016). A group of 26 species that possess black
spores are collectively called black aspergilli and are in the subgenus Circumdati and section
Nigri (Gams et al., 1985). Some species in the section Nigri are morphologically
indistinguishable from each other (Susca et al., 2016) and therefore polyphasic taxonomy that
includes morphological and molecular characterization is advocated to distinguish Aspergillus
species in the section Nigri (Samson et al., 2007).

Many of these species are important in the food and biotechnology industries, in
medical mycology (Varga et al., 2011) and plant pathology (Perrone et al., 2007). Some
species of Aspergillus are reported to cause a disease bole rot in sisal (Adgave sisalana)
(Santos et al., 2014). This disease leads to plant death and is one of the factors responsible for
the decline of sisal production in Brazil (Coutinho et al., 2006; Santos et al., 2014). Sisal is a
source of hard fibre and is cultivated in the semi-arid region of the Brazilian northeast, where
it is a source of income to poor farmers that depend on familiar labor (CONAB, 2013). Brazil
is the world’s largest producer and exporter of sisal fibre since 1971 and Bahia State is
responsible for 95.6% of the national production (IBGE, 2015; MAPA, 2015).

The species A. brasiliensis, A. niger and A. tubingensis were identified as causal
agents of the disease on the basis of pathogenicity tests, morphological and molecular analysis
with the B-tubulin gene. Molecular analysis of this gene alone is not sufficient to separate
some of the species in the section Nigri, such as the components of the A. niger/A.
welwitschiae complex. However, sequences of the calmodulin gene were shown to distinguish
species in the section Nigri (Samson et al., 2014). In this study, we report the identification of
species associated with sisal bole rot disease with special reference to the distinction of the

species in the A.niger/A.welwitschiae complex.
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Sixteen isolates of Aspergillus were obtained from soil or diseased sisal plants in
Bahia State and ten isolates were obtained from samples unrelated to sisal in Minas Gerais
and Pernambuco States or from the ITEM culture collection (Table 1). All isolates were
routinely grown on malt extract agar (MEA) composed of malt extract (20g), peptone (1g),
glucose (20g), agar (20g) and distillate water (1L). The isolates were stored in glycerol 40%
at -80°C and all experiments were done with fresh colonies from the -80°C. Morphological
identification of the isolates was performed with Klich’s (2002) key for Aspergillus species.
The isolates were grown on czapek yeast autolysate agar (CYA), malt extract autolysate
(MEA), yeast extract sucrose agar (YES), oatmeal agar (OA) and creatine sucrose agar
(CREA) (SAMSON et al., 2014) incubated in the dark at 25°C for 7 days, except for the ones
on CYA that were incubated at 25°C and 37°C. Micromorphological observations were done
with microscopic mounts with methyl blue from CYA colonies grown at 25°C for 7 days. The
following characteristics were observed: color, diameter, shape and texture of the conidia;
conidial heads; dimension, diameter, and texture of the conidiophores; diameter and shape of
the vesicles. DNA extraction was done with Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega) according to the manufacturer's instructions using mycelium from cultures grown
in liquid malt extract medium incubated in a shaker at 150 rpm at 28°C for 24 h. Primers ITS1
and ITS4 (White et al. 1990), Bt2a and Bt2b (Glass and Donaldson, 1995) and CF1 and CF4
(Peterson et al., 2005) were used to amplify fragments of the internal transcribed spacer (/75),
B-tubulin (BenAd) and calmodulin (CaM) gene, respectively. PCR amplifications were done in
a thermal cycle with the program: 93 °C for 2 min followed by 38 cycles of 93 °C for 30 s, 55
°C for 30 s, 72 °C for 60 s and 72 °C for 10 min (Hubka et al., 2016). Sequencing was done
with the sanger method utilizing the amplification primers. Sequences were assembled and
edited with the program Sequencher v. 5.0 software (Gene Codes) and were deposited in

public databases and may be accessed by the accession numbers listed in Table 1. Alignments
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of the obtained sequences and reference sequences from Samson et al. (2014) were performed
with the program MAFFT (Multiple sequence alignment based on Fast Fourier Transform)
v7.149 (Katoh & Standley, 2013). Phylogenetic analyses with the Maximum Likelihood (ML)
method and choice of the substitution model were done with the program MEGA 6.06
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al., 2013). Bootstrap analyses were
done with 1,000 replicates. Pathogenicity tests were performed by inoculating each of the 26
isolates in sisal plantlets of approximately 20 cm of height grown in pots filled with 0.5 kg of
soil. Spore suspensions adjusted to 107 conidia/ml were obtained by scraping spores from
MEA plates incubated for 7 days at 25 °C. Sisal plantlets were wounded at the bole (2 cm
from the crown) with four nails of 1 mm diam, separated by 1 cm and fixed to a wooden base.
Each perforation was 2 cm deep and was inoculated with 100 pl of spore suspension (Santos
et al., 2014). Plantlets treated with sterile distilled water served as negative controls. The
experiments were conducted in a completely randomized design with three replicates per
treatment and the whole experiment was done tree times independently. Pathogenicity tests in
the laboratory were performed by inoculating each of the 26 isolates in sisal plantlets of
approximately 15 cm of height kept in box without soil with high humidity. The subsequent
steps were the same as those described above, but this was done with five replicates per
treatment. Fourteen days after the inoculation plantlets were cut horizontally to observe
disease incidence and severity. Severity evaluations were done with a scale varying from 0 to
3, where 0 represents no symptom; 1 is darkening of the internal tissues of the stem; 2 is
redness in the internal tissues of the stem and 3 is a dead plant (Sa, 2009). Re-isolations from
diseased and healthy plants were performed to confirm the pathogenicity of the isolates
inoculated.

The morphological characteristics of the 26 Aspergillus isolates used in this study did

not allow their unequivocal identification (Table 1). On the other hand, phylogenetic analysis
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of the combined sequences of the /7S, BenA and CaM or CaM alone revealed that one isolate
was A. brasiliensis, five were A. niger and twenty were A. welwitschiae (Figure 1A).
Pathogenicity tests showed that none of the five isolates of A. niger was pathogenic to sisal,
whereas the isolate of A. brasiliensis and most of the isolates of A. welwitschiae were able to
cause bole rot in inoculated plantlets (Table 3).

Previous work done in our research group showed that A. niger, A. tubingensis and A.
brasiliensis were the causal agents of sisal bole rot disease (Santos et al., 2014). However, at
that time the phylogenetic analysis was performed with the B-tubulin gene, which is able to
correctly identify A. tubingensis and A. brasiliensis, but this region does not have sufficient
resolution to separate 4. niger and A. welwitschiae.

In this study, we show that A. welwitschiae is the most common pathogen of sisal bole
rot disease in Bahia. From the 16 randomly selected isolates obtained from diseased sisal
plants and soil cultivated with sisal used in this study, none of the isolates was from the
species A. niger, whereas 15 were classified as A. welwitschiae and one as A. brasiliensis.
Additionally, none of the five 4. niger isolates used in this study were able to cause
symptoms of bole rot disease in sisal plantlets. We recognize that the number of isolates of 4.
niger is small, and furthermore, all the isolates of A. niger used in our analyses were obtained
from other sources because we never found any isolate of this species in association with
sisal. We are currently initiating an effort to sequence the CaM gene from 73 isolates from the
complex A. niger/A. welwitschiae from sisal in order to have a better understanding of their
epidemiology in the field. Although many studies done only on the basis of morphology have
identified 4. niger as a common species in many substrates, including sisal (Medina, 1954;
Coutinho et al., 2006; Soares et al., 2006; Santos et al., 2014), modern taxonomic work is
beginning to reveal that A. welwitschiae seems to be more common in several substrates,

including onions, whereas A. niger in more common in coffee beans, dried fruits, and grapes
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(Massi et al., 2016). Furthermore, 4. welwitschiae was initially described as a plant pathogen
in Welwitschia mirabilis (Wehmer, 1907). A. niger and A. welwitschiae are cryptic species
with identical morphology, which are only separated on the basis of CaM sequence analyses.
Due the complexity of distinguishing these species, 4. welwitschiae was initially identified as
A. awamori (Perrone et al., 2011) based on the isolate incorrectly selected as a neotype (CBS
557.65NT), which after molecular identification with Calmodulin was found to be equal to
the type species of A. welwitschiae (CBS 139.54). Therefore, A. awamori has an uncertain
status at the moment and is considered an invalid species (Hong et al., 2013).

The number of fixed differences between the species A. niger and A. welwitschiae is
very limited: there are only three differences reported in studies employing either 536-bp
(Samson et al., 2014) or 363-bp (Massi et al., 2016) of the CaM gene. In this study, we used
sequences of the CaM gene that were 670 nucleotides long and found the three previously
reported and three additional fixed nucleotides differences, which are listed below. The
numbers represent the position of the nucleotides in the alignment and letters between
parentheses are the nucleotides in 4. niger and in A. welwitschiae, respectively: 126 (A/T),
149 (T/C), 170 (T/C), 177 (C/T), 203 (A/deletion) and 652 (A/T). The longer calmodulin
fragments used in the study provided a better separation of A. niger and A. welwitschiae (Fig.
2), eliminating the unresolved clades (polytomies) observed with shorter fragments (Fig. 1).

Calmodulin sequences were previously used to classify the isolates of 4. niger and A.
welwitschiae in haplotypes (Samson et al., 2014; Massi et al., 2016). Four haplotypes of A.
niger and seven haplotypes of A. welwitschiae have been described (Samson et al., 2014). In
our analyses, we adopted the haplotype classification proposed by Samson et al. (2014)
because these authors used longer fragments of the CaM gene. Our phylogenetic analyses
were able to place all our five isolates of A. niger in haplotype 1, and our A. welwitschiae

were distributed into three known and in two previously undescribed haplotypes (Figure 1B).
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We currently do not know if there is any link between haplotype classification and
pathogenicity, however, our data indicate the possibility that the new haplotype represented
by the isolate AP131 could be specific to cause sisal bole rot disease in Bahia. Further studies
might be needed to determinate this hypothesis.

In conclusion, our studies show that A. welwitschiae is the main causal agent of sisal

bole disease and 4. niger does not seem to be involved.

CCDCA10708
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09| CCDCA10714 )
A. niger clade
ITEM4501
NRRL326 A. niger

CCDCA10601
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ss| YFF1
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Figure 1 - Phylogenetic trees of Aspergillus isolates constructed by the Maximmun
Likelihood method. The tree was inferred with 1429 aligned combined nucleotides for the
ITS, BenA and CaM (A) and 458 aligned nucleotides of CaM gene (B). The nucleotide

substitution model used for A was T92 and to B was K2 and the bootstrap analyses were
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performed with 1,000 resamplings. CBS 101740 A. brasiliensis was used as an outgroup.
Numbers between in parentheses indicates the additional number of isolates with identical

sequences.

94| CCDCA 10736 (+1)

SOL52

AP 131 (+8) A. welwitschiae clade

CCDCA 10738

CCDCA 10737 (+6)
100

AJ964874 A. welwitschiae ¥

9| CCDCA 10601 (+4)
A. niger clade
EF661154 A. niger

[ soL2
I

EF661161.1 A. brasiliensis

0.01

Figure 2 - Phylogenetic trees of Aspergillus isolates constructed by the Maximmun
Likelihood method. The tree was inferred with 670 aligned nucleotides for the CaM gene. The
nucleotide substitution model used was K2 and bootstrap analyzes were performed with 1000
resamplings. EF661161 A. brasiliensis was used as an outgroup. Numbers in parentheses

indicate the additional number of isolates with identical sequences.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table 1- Fungal isolates used in this study.

36

Gen
Isolate? Substrate Origen
ITS BenA CaM
ANS142! Sisal Soil Barrocas - BA -
ANS147 Sisal leaf Conceigdo do Coité - BA -
ANS156 Sisal Soil Miguel Calmon -BA -
ANS159 Sisal Soil Mirangaba - BA -
ANS173 Sisal Soil Sdo Domingos - BA -
ANS201 Sisal leaf Retirolandia - BA -
ANS220 Sisal leaf Araci - BA -
ANS228 Sisal stolon Araci - BA -
ANS247 Sisal leaf Retirolandia - BA -
ANS33 Sisal bole Conceigdo do Coité - BA -
ANSSS Sisal bole Sao Domingos - BA -
AP131 Sisal bole Conceigdo do Coité - BA -
CBS101740? FJ629321  FJ629272  FN594543
CBS139.54 FJ629340  FJ629291  KC480196
CCDCA10601 Soil Sabara - MG -
CCDCA10602 Soil Sabara - MG -
CCDCA10708  Coffee bean Zona da Mata - MG -
CCDCA10714  Coffee bean Zona da Mata - MG -
CCDCA10736 Grape Lagoa Grande - PE -
CCDCA10737 Grape Lagoa Grande - PE -
CCDCA10738 Grape Lagoa Grande - PE -
CCDCA10739 Grape Lagoa Grande - PE -




37

ITEM10206 Samson et al. 2014
ITEM10359 Samson et al. 2014
ITEM10372 Samson et al. 2014
ITEM11448 Samson et al. 2014
ITEM11552 Samson et al. 2014
ITEM14270 Samson et al. 2014
ITEM14307 Samson et al. 2014
ITEMA4501 Fermention Connecticut - USA - -
ITEM4509 - - AJ964874
ITEM5218 Samson et al. 2014
ITEM6139 Samson et al. 2014
ITEM6145 Samson et al. 2014
ITEM7048 Samson et al. 2014
ITEM7090 Samson et al. 2014
ITEM7097 Grape Italy -
NRRL326 EF661186 EF661089 EF661154
NRRL 26652 EF661161
SOL2 Sisal Soil Santa Inés - BA -
SOLS2 Sisal Soil Santa Inés - BA -
YFF1 Soil Valente - BA -
YFF5 Air Valente - BA -

281  !The isolates in bold were the fungi used in the pathogenic test and phylogenetic analysis

282  The isolates not in bold were used only for phylogenetic analysis.

283  ‘Filamentous Fungi Culture Collection of the Department of Food Science (CCDCA), Federal
284  University of Lavras and two strains were provided by Agri-Food Toxigenic Fungi Culture (ITEM)

285 collection at the Institute of Sciences of Food Production CNR-ISPA.
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Table 2- Morphological characterization with macroscopic and microscopic characteristics of

the species found in our study based on data obtained from the studied isolates.

Aspergillus species A. brasiliensis A. niger A. welwitschiae
Number of isolates studied 1 5 10
CYA 25°C  Colony growth (mm) 75-80 40-75 60-76
Conidia color black black black
Mycelia color white white colorless
Exudate colorless colorless colorless
Reverse color straw-yellow straw straw
Reverse texture striated striated striated
CYA37°C  Colony growth (mm) 59-62 35-80 60-75
Conidia color black black black
2 Mycelia color white white colorless
é Exudate colorless colorless colorless
g Reverse color straw-yellow straw straw-cream
;“; Reverse texture striated striated striated
MEA 25°C  Colony growth (mm) 45-46 40-53 50-60
Conidia color black black black
Mycelia color white colorless colorless
Exudate colorless colorless colorless
Reverse color straw-yellow straw straw-cream
Reverse texture smooth smooth smooth
YES 25°C  Colony growth (mm) - 25-80 68-80
Conidia color - black black




288

39

Mycelia color - white colorless
Exudate - colorless colorless
Reverse color - cream straw
Reverse texture - striated striated
OA 25°C Colony growth (mm) - 45-55 50-55
Conidia color - black black
Mycelia color - colorless colorless
Exudate - colorless colorless
Reverse color - colorless colorless
Reverse texture - smooth smooth
CREA 25°C  Colony growth (mm) - 10-48 45-55
Medium color - yellow or yellow
purple
Conidiophores Conidial heads biseriate biseriate biseriate
Dimension 100-850 600-1000 400-1800
Diameter 10-11 8-15 08-15
;? Texture smooth smooth smooth
=)
g“ Vesicles Diameter 45-50 25-40 28-55
g Shape subglobose globose globose
= Conidia Diameter 5 3-5 3-5
Shape subglobose globose globose
Texture rough rough rough
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Table 3 — The Pathogenicity tests I, II and III were done in pots filled with soil in greenhouse

in pots with soil and with three replicates per treatment. Test IV was done in the laboratory in

a box without soil and with five replicates per treatment.

Experiments
Isolate Specie
II 111 v

ANS33 . welwitschiae 3 3 5
ANSSS5 . welwitschiae 3 3 5
ANS142 . welwitschiae 3 3 5
ANS147 . welwitschiae 3 3 5
ANSI156 . welwitschiae 3 3 5
ANSI159 . welwitschiae 3 3 5
ANS173 . welwitschiae 3 3 5
ANS201 . welwitschiae 3 3 5
ANS220 . welwitschiae 3 3 5
ANS228 . welwitschiae 3 3 5
ANS247 . welwitschiae 3 3 5
AP131 . welwitschiae 3 3 5
CCDCA10601 A. niger 0 0 0
CCDCA10602 A. niger 0 0 0
CCDCA10708 A. niger 0 0 0
CCDCA10714 A. niger 0 0 0
CCDCA10736 A. welwitschiae 3 3 0
CCDCA10737 A. welwitschiae 0 0 0
CCDCA10738 A. welwitschiae 3 1 1
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CCDCA10739

A. welwitschiae

ITEM4501

A. niger

ITEM7097

A. welwitschiae

SOL2

A. brasiliensis

SOLS52

A. welwitschiae

YFF1

A. welwitschiae

3

YFF5

A. welwitschiae

3

Numbers in this table represent de quantity of disease plants per treatment.




