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1. RESUMO

Rhizoctonia solani Kihn (teleomdrfico: Thanatephorus cucumeris
(Frank) Donk) é um fungo basidiomycota, fitopatdgeno anamorfico com uma ampla gama de
hospedeiros, incluindo mais de 500 géneros de plantas. Causam doencas em varias culturas
importantes no mundo, infectando sementes, raizes, folhas, hastes e frutos. A diversidade
genética de 274 isolados de Rhizoctonia spp. coletados, em diversas partes do mundo, foram
caracterizados utilizando-se a andlise de seqléncia da regido ITS1-5.8S rDNA-ITS2, para
avaliar o grau de variabilidade genética dentro e entre grupos de anastomose (AGSs), incluindo
os isolados padrbes dos respectivos AGs. A arvore filogenética gerada pela analise das
sequéncias da regido ITS foi suportada por 66% “bootstrap” para a separa¢do em nove maiores
grupos. De maneira geral, o agrupamento dos isolados de Rhizoctonia spp. ocorreu de acordo
com 0s grupos de anastomose ja previamente determinados. A similaridade de seqléncias
entre isolados de mesmo hospedeiro, mas de diferente origem geografica foi elevada. Por
exemplo, isolados de meldo do Brasil e Espanha mostraram 97,2% de similaridade na regido
ITS1 e de 98,6 a 99,3 % na regido 1TS2. Isolados de batata do Brasil e da Espanha mostram
similaridade de sequéncia de 94%. Para melhorar a qualidade das seqliéncias da regido ITS1-
5.8S rDNA-ITS2 dos isolados CBS316.84 (Waitea circinata) e CBS569.83 (Ceratobasidium
globisporum) foram gerados clones, e a andlise das sequéncias dos clones apresentaram
variacdo de 94,9 a 100 % de identidade



entre os clones do isolado CBS316.84 e de 91,9 até 100 % para os clones do isolado
CBS569.83. Os 44 isolados selecionados previamente, a partir do cladograma gerado da
regido ITS1-5.8S-1TS2 foram submetidos ao seqlienciamento dos genes ATP sintase
subunidade 6 mitocondrial (ATP6), fator de elongacéo 1-alpha (EF-1a), RNA polimerase 2
(RPB2) e a regido ITS. As arvores filogenéticas baseadas na analise “neighbor-joining”
geradas a partir das sequéncias desses genes mostraram que 0s genes EF-lo e RPB2
tenderam a separar os isolados e o0s padrGes de anastomose em binucleados e
multinucleados. Enquanto a arvore filogenética baseada no gene ATP6 e ITS ndo separou
isolados da espécie Rhizoctonia em binucleada e multinucleada.

Palavras-chave: Rhizoctonia spp, cladograma, diversidade genética, Fungal tree of life, ITS,

sequéncias multilocos.



GENETIC DIVERSITY OF Rhizoctonia spp. AND MULTILOCOS SEQUENCE
ANALYSIS Botucatu, 2006. 98p. Tese (Doutorado em Agronomia/ Protecdo de Plantas)-
Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: ANDREIA KAZUMI NAKATANI

Adviser: NILTON LUIZ DE SOUZA

2. SUMMARY

Rhizoctonia solani Kihn (teleomorph: Thanatephorus cucumeris
(Frank) Donk) is an anamorphic plant pathogenic basidiomycota fungus with a wide host
range, including more than 500 genera of higher plants. Species cause disease in several
important crops worldwide by infecting the seeds, roots, leaves, stems and fruits. Two hundred
seventy four isolates from plant pathogenic fungus Rhizoctonia spp. collected worldwide
was characterized using 1TS1-5.8S rDNA-ITS2 sequence analysis to assess the degree of
genetic variability within and among anastomosis groups (AGs), including tester isolates of
the respective AGs. Within the ITS phylogenetic tree, there was support (66% bootstrap
value) for the separation into nine major groups. In general the clustering isolates of
Rhizoctonia species agreed with previously determined anastomosis groups. Nucleotide
sequence similarity between isolates from the same host but from different geographic
origin was high e.g. isolates from melon from Brazil and Spain showed from 97.2 %
similarity in ITS1 region and 98.6 to 99.3 % in ITS2 region. Potato isolates from Brazil and
Spain showed a sequence similarity about 94%. Several isolates from the same geographic
origin were found closely related to different anastomosis groups such as isolates from
potato, tomato, soybeans, beans, sugar beet and have been reported different symptoms
around the world. Were generated cloning of ITS region from CBS 316.84 (Waitea
circinata) and CBS 569.83 (Ceratobasidium globisporum) isolates to improve the sequence
quality. The clones showed 94.9 to 100% and 91.9 to 100% identity respectively. Fourty
four isolates were selected from the ITS1-5.8S rDNA-ITS2 phylogenetic tree for
sequencing using the genes of ssembling the Fungal tree of Life (AFTOL) such as ATP



synthase subunit 6 mitocondrial (ATP6), elongation factor 1-alpha (EF-la) and RNA
polymerase 2 (RPB2). The phylogenetic tree generated by sequences of EF-1o and RPB2 in
general clustered isolates of Rhizoctonia species in two main groups: binucleate and
multinucleate species. While the phylogenetic trees based on ATP6 and ITS genes did not

separate isolates of Rhizoctonia species in to binucleate and multinucleate species.

Keywords: Rhizoctonia spp., cladogram, genetic diversity, Fungal tree of life, ITS,

multilocos sequencing.



3. INTRODUCAO

O género Rhizoctonia spp. (De Candolle, em Carling & Sumner,
1992) é um grande, diversificado e complexo grupo de fungos, comumente presente no solo
e que pode causar consideraveis perdas a varias culturas comerciais no Brasil e no mundo.
No Brasil foi relatado em culturas como hortalicas (Bolkan & Ribeiro, 1985, Kuramae et
al., 2003), seringueira (Campaci & Figueiredo, 1964), soja (Fenille et al., 2002 e
2003,Yorinori, 1998), amendoinzeiro e feijoeiro (Ceresini et al., 1996; Ceresini & Souza,
1997), eucalipto (Silveira et al., 2000) e cafeeiro (Sussel et al., 2001).

Rhizoctonia spp. € um fungo necrotréfico que pode infectar as
plantas em qualquer estadio fenoldgico, em qualquer 6rgdo, principalmente aqueles em
contato com o solo, provocando tombamento ou damping-off, morte em reboleira, podriddo
de raizes e de colo com posterior necrose de hastes, brotos e murcha da planta. Dessa

forma, Rhizoctonia spp. apresenta grande importancia econdmica para diversas culturas.

Além das caracteristicas baseadas em ultraestrutura, outros
critérios adicionais tém sido utilizados para subdivisdo do género Rhizoctonia, como:
patogenicidade, morfologia e coloracdo da colbnia, diametro da hifa e nimero de ndcleos

por célula (Carling & Sumner, 1992).



A espécie Rhizoctonia solani Kihn é multinucleada e corresponde
ao teleomorfo Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk, pertence ao Reino Fungi, Filo
Basidiomycota, Classe Basidiomycetes, Ordem Ceratobasidiales, Familia
Ceratobasidiaceae (Hawksworht et al., 1995). A classificacdo da espécie baseia-se em
criterios morfologicos, geneéticos, patologicos e grupos de anastomose (Anderson, 1982;
Ogoshi, 1987; Sneh et al., 1991; Vilgalys & Cubeta,1994).

A importancia de se determinar os grupos de anastomose é devido
ao fato de que cada grupo pode ser considerado uma unidade evolucionaria, pois
representam populacfes geneticamente isoladas e ndo intercruzaveis (Carling, 1996). Mas
podem existir imperfeicdes na utilizacdo dessa ferramenta, principalmente devido aos
fatores ambientais causando erros de interpretacao.

Este fungo ndo é uma espécie homogénea, mas seus grupos de
anastomose podem ser definidos por diferentes técnicas como DNA/DNA hibridizacéo
(Vilgalys, 1988), reacdo da polimerase em cadeia (PCR) da regido interna transcrita (ITS)
(Liu et al., 1993; Boysen et al., 1996; Kuninaga et al., 1997) e gel de eletroforese em campo
pulsado (Keijer et al., 1996) e polimorfismo do comprimento dos fragmentos amplificados
(AFLP) (Ceresini et al., 2002).

Desde 1980, estudos de populagdes genéticas baseados em
métodos moleculares tém melhorado a habilidade de se identificar espécies e determinar
seu “parentesco” natural (Brasier et al., 1987). O entendimento da sistematica de
Rhizoctonia solani serd de grande auxilio se as relagbes evolucionarias forem conhecidas.
Dessa maneira, a utilizacdo de dados de seqiiéncias de DNA parece fornecer as melhores
informacBes para estabelecer uma relacdo filogenética no complexo Rhizoctonia solani e
outras espécies de Rhizoctonia.

A identificacdo de AG ou de grupos intraespecificos (ISG) dentro
de Rhizoctonia spp. trouxe grandes contribuicdes para o estudo da resisténcia genética de
plantas, estudos epidemioldgicos e ecoldgicos de varias doencas, proporcionando um
controle mais direcionado (Ogoshi, 1987). A avaliacdo de germoplasma e identificacdo de
resisténcia a Rhizoctonia tem tido sucesso em outras culturas como beterraba (Bugbee &
Campbell, 1990), batata (Leach & Webb, 1993), algoddo (Wang & Davis, 1997),

oleaginosas e canola (Yang & Verma, 1992).



Apos o estabelecimento de AG ou de ISG de Rhizoctonia spp. o
alvo para o melhoramento e para o controle eficaz tornou-se mais claro e direcionado, uma
vez sabido que o patégeno causador de determinada doenca numa planta pertence a um AG
ou ISG especifico. Dada a variabilidade entre especies e AGs de Rhizoctonia em muitas
caracteristicas, como sensibilidade a quimicos (Kataria et al., 1991; Smiley et al., 1990) e
agentes de controle bioldgico (Mazzola et al., 1996) o sucesso no manejo da doenca requer
0 entendimento deste agente causal.

A distin¢do de espécies em meio de cultura muitas vezes é dificil
devido a falta de caracteristicas morfolégicas estaveis para suportar a classificacdo
definitiva do género Rhizoctonia. Dessa forma, a acuracia na distincdo do patogeno é
também essencial para o sucesso de um programa de melhoramento.

0] projeto Fungal Tree of Life (AFTOL)
(http://ocid.nacse.org/research/aftol/) foi elaborado com o objetivo de entender e elucidar a
evolucéo do reino Fungi, o qual representa um dos maiores clados. Existem cerca de 80.000
especies de fungos descritas, mas face ao atual conhecimento sobre sua diversidade
genética, estima-se em aproximadamente 1,5 milhdes de sub-grupamentos. Um melhor
entendimento da evolucdo de fungos faz-se necessario para expandir nossos conhecimentos
sobre a historia da vida na Terra e a evolucdo dos ecossistemas. No projeto AFTOL esta
sendo desenvolvido o banco de dados moleculares e nao-moleculares (caracteres
morfoldgicos, culturais, etc) (http://tolweb.org/tree/).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi de caracterizar isolados
de Rhizoctonia spp. coletados de varias regibes do mundo através da andlise de
nucleotideos, bem como determinar a diversidade genética existente dentro e entre grupos
de anastomose. As sequiéncias utilizadas neste estudo foram: (i) regido ITS1-5.8S-1TS2; (ii)
gene sintase subunidade 6 mitocondrial (ATP6); (iii) gene fator de elongacéo 1 a (EF-1a);
(iv) gene RNA polimerase 2 (RPB2).



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Importancia de Rhizoctonia solani como patégeno

Rhizoctonia solani Kihn (teleomorfo: Thanatephorus cucumeris
(Frank) Donk) € um patégeno de planta com uma ampla gama de hospedeiros, incluindo
mais de 500 géneros (McNabb & Talbot, 1973). Este patdgeno causa doencas em varias
culturas importantes no mundo, infectando sementes, raizes, hastes, frutos, folhas e colo.

No Brasil Rhizoctonia solani foi relatada causando doengas em
pimentdo (Capsicum annuum L.) (Almeida et al., 1980; Bolkan & Ribeiro, 1985),
seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) (Gasparato et al., 1981; Tanaka & Coqueiro,
1981), soja (Glycine max (L.) Merr.) (Yori nori, 1998; Meyer & Yorinori, 1999),
amendoim (Arachis hypogea L.) (Campaci & Figueiredo, 1964; Ceresini et al., 1996;
Kuramae et al., 2002), feijao (Phaseolus vulgaris L.) (Ceresini & Souza, 1997; Godoy-Lutz
et al., 2003; Kuramae et al., 2002), eucalypto (Eucalyptus spp.) (Silveira et al., 2000),
yacon (Smallanthus sonchifolius) (Grau & Rea, 1997; Fenille et al., 2005), batata (Solanum
tuberosum) (Ceresini et al., 2002; Rosa et al.,, 2005), tabaco (Nicotiana tabacum L.)
(Ceresini et al., 2002), cafeeiro (Sussel et al., 2001) meldo e algumas hortalicas como

alface, brécolis, espinafre, tomate (Kuramae et al., 2003).



4.2 Classificagéo e caracterizacao de Rhizoctonia spp.

O género Rhizoctonia (De Candolle, citado por Carling & Sumner
(1992) é um grande e diversificado complexo grupo de fungos. Desde a sua constatacéo,
aproximadamente 120 espécies foram registradas.

Algumas caracteristicas morfoldgicas devem ser consideradas para
0 seu enquadramento ao género anamorfo Rhizoctonia, como: ramificacdo em angulo reto,
proxima ao septo distal em hifas jovens; presenca de um septo na ramificacdo da hifa
préximo do seu ponto de origem; presenca de septos do tipo doliporo; ramificac@es de hifas
que sdo constritas em sua extremidade basal; auséncia de grampos de conexdo; auséncia de
conidios (células monilidides, ndo sdo consideradas conidios); cortex e medula (ndo é
necessaria a producdo de esclerddios, mas se presentes, ndo é diferenciado); auséncia de
rizomorfos; e como caracteristica adicional, a fase teleomoérfica deve pertencer ao Filo
Basidiomycota (Parmeter et al., 1969; Parmeter & Whitney, 1970; Ogoshi, 1987; Carling &
Sumner, 1992). Outros critérios adicionais tém sido utilizados para a subdivisdo do género
Rhizoctonia, como: nimero de nucleos por célula, coloracdo e morfologia da coldnia,
diametro da hifa e patogenicidade (Carling & Sumner, 1992).

A maioria dos representantes do género Rhizoctonia sdo anamorfos
de quatro géneros de Basidiomycota: Thanatephorus Donk., Ceratobasidium Rogers,
Waitea Warcup & Talbot e Tulasnella Schroter. Rhizoctonia solani Kihn, espécie
multinucleada, corresponde ao teleomorfo Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk. Waitea
circinata Warcup &Talbot é o teleomorfo de Rhizoctonia zeae Voorhees e Rhizoctonia
oryzae Ryker e Gooch, espécies também multinucleadas. As espécies de Rhizoctonia
binucleadas como Rhizoctonia repens Bernard e Rhizoctonia oryzae-sativae (Sawada)
Mordue, associam-se a varias espécies de Ceratobasidium como: C. cornigerum (Bourdot)
D.P. Rogers, C. gramineum (lkata & T. Matsuura) (Oniki et al., 1985) e C. oryzae-sativae
P.S. Gunnel & R.K. Webster ou ainda, a Tulasnella (Ogoshi, 1987; Sneh et al., 1991;
Carling & Sumner, 1992).

Segundo Carling (2000), existem 14 AGs para Rhizoctonia solani,
AG-1 a AG-13 e AG-BI. Além de grupos de anastomose (AG), o conceito de grupos

intraespecificos (ISG), baseado em evidéncias de reacdo de anastomose, patogenicidade,
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morfologia e outros critérios, permitiu a diferenciagdo de 23 ISG dentre os AGs de
Rhizoctonia solani (Carling 2000). Esta separacdo em ISG € suportada por evidéncias
obtidas em estudos seroldgicos, analise de acidos graxos, eletroforese de proteinas e
estudos de acidos nucléicos.

Vérias outras caracteristicas podem ser empregadas para agrupar
isolados de R. solani em AG e ISG, dentre estas: requerimento de vitaminas, taxa de
crescimento micelial, temperatura 6tima de crescimento, tipo de esclerddios produzidos e
gama de hospedeiros (Sneh et al., 1991; Carling & Sumner, 1992).

Atualmente, para R. solani sdo relatados 3 1ISG dentro de AG1 (IA,
IB, IC), 8 dentro de AG2 (2-11, 2-111, 2-1111, 2-21111B, 2-21V, 2-2LP, 2-3 e 2-t), 3 dentro do
AG4 (HGI, HGII, HGIII), 2 dentro do AG6 (HGI e GV), 5 dentro AG8 (ZG1-1, ZG1-2,
ZG1-3, ZG1-4 e ZG1-5) e 2 dentro do AGY9 (TP e TX) (Carling, 2000; Kuninaga &
Carling, 2000; MacNish & O’ Brien, 2000).

-O grupo AG1 é de distribuicdo mundial, subdividido em 3 grupos,
AG1-IA, AG1-IB e AG1-IC. Os hospedeiros desse grupo sdo principalmente leguminosas e
gramineas. O grupo AG1-1A é conhecido como tipo “sasaki” (Carling & Sumner, 1992), é
um patdgeno de parte aérea causador de seca da bainha em arroz (Jones & Belmar, 1989),
queima de folhas em milho, sorgo, feijdo e soja (Yang et al., 1988) e bronzeamento em
gramados (Martin & Lucas, 1984). AG1-IB chamado de tipo 1 ou tipo microesclerocial
(Carling & Sumner, 1992) patégeno de parte aérea. AG1-IC é patdgeno de solo e causa
damping off em hospedeiros como: cenoura (Grisham & Anderson, 1983), linho (Garza-
Chapa & Anderson, 1966), soja e pinheiro (Parmeter et al., 1969). A clara distin¢éo entre 0s
trés subgrupos ndo é possivel através da técnica de anastomose.

-O grupo AG2, é subdividido baseado-se na patogenicidade, no
requerimento de vitaminas, analise de seqiiéncias do rDNA em 8 subgrupos: AG2-1(l, Il e
), AG2-2 (I11B, IV e LP), AG2-3 e AG2-t. O grupo AG2-1 é conhecido como culturas de
inverno, patégeno de solo, causando damping off em cruciferas (Watanabe & Matsuda,
1966), podriddo de raiz em rabanete japonés (Homma & Ishii, 1984) e queima de folhas em
tulipa (Nakatomi & Kaneko, 1971). O grupo AG2-11 é caracterizado por isolados japoneses
e holandeses de culturas de inverno, o tipo AG2-1ll, isolados do Alaska e da Australia e o

tipo 111 por isolados da Italia (Kuninaga & Carling, 2000). O grupo AG2-2111B, conhecido
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como “rush type”, € patdgeno tanto de parte aérea como de solo, causando damping off em
culturas como beterraba (Watanabe & Matsuda, 1966) e crisintemo (Kajiwara & Sugata,
1971) e bronzeamento em gramados (Hurd & Grisham, 1983) e seca falsa da bainha em
arroz (Watanabe & Matsuda, 1966). O AG2-2IV, conhecido como “root rot type” é
patdgeno, também, de parte aérea e de solo causando queima e podriddo de raiz de
beterraba, podriddo de raiz em inUmeras culturas e seca em gramados (Carling & Sumner,
1992). AG2-2LP é agente causal de “large patch” em gramados (Hyakumachi et al., 1998).
O AG2-3 é patdgeno causador de queima foliar em soja, constatado no Japado (Naito et al.,
1995).

-AG3 é um grupo homogéneo, sem subgrupos conhecidos,
denominado como “potato type” (Watanabe & Matsuda, 1966). E patégeno de solo,
causando podriddo da haste e da raiz de batata (Carling & Sumner, 1992), les6es foliares
em tomate (Date et al., 1984), fumo (Meyer et al., 1990) e berinjela (Kodama et al., 1982).
Isolados de AG3 sdo mais tolerantes a baixas temperaturas, em relacdo a outros isolados de
outros AGs de R. solani.

-AG4, chamado de “praticola type”, pode ser dividido em 3
subgrupos, AG4-HGI, HGII e HGIII, baseados em diferencas na homologia de DNA
(Kuninaga & Yokosawa, 1984), mas ndo sendo possivel a distingdo destes pela reacdo de
anastomose. E patégeno de ampla gama de hospedeiros, de parte subterranea e causa
damping off e podriddo de raiz em varias culturas como cebola (Yamamoto & Uehara,
1972), ervilha (Shehata et al., 1983), batata (Elango, 1986), feijdo (Ceresini & Souza,
1997), soja (Muyolo et al., 1993) e amendoim (Ceresini et al., 1996).

-AG5, grupo homogéneo de patdgenos de solo, pode induzir
podriddo do colo e raiz em batata, mas é geralmente menos virulento que o AG3 (Carling
& Sumner, 1992). Pode causar, também, bronzeamento em gramados (Martin & Lucas,
1984) e podriddo de raiz em feijdo e soja (Naiki & Ui, 1981). Ocorre na Europa, Asia e
América do Norte (Carling & Sumner, 1992).

-AG6 ndo sdo patogénicos e ocorrem no Japdo (Kuninaga et al.,
1979). H& dois subgrupos AG6-HGI e AG6-GV, os quais podem ser distintos entre si

através da diferenca na homologia de DNA (Kuninaga & Yokosawa, 1984) mas nao
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facilmente diferenciados por reacdo de anastomose. Alguns isolados podem apresentar-se
como micorrizas associados a orquideas (Uetaka et al., 1988).

-AG7 é um grupo de patdgeno de solo que ocorre no Japdo e que
pode causar danos menores em algumas culturas (Homma et al., 1983).

-AG8 ¢ patdgeno de solo, causando “bare patch” em cereais (Neate
& Warcup, 1985), podriddo de raiz de batata (Carling & Leiner, 1990). Ocorre na Austrélia,
Nordeste dos EUA (Ogoshi et al., 1990) e Reino Unido (Burton et al., 1988).

-AG9 ocorre no Alaska e Oregon (Carling et al., 1987). E
considerado um patdégeno fraco de solo, que pode atacar batata, couve flor e linho (Carling
et al., 1987). Este AG com base na homologia de DNA, pode ser subdividido em TP e TX
(Carling & Kuninaga, 1990).

-AG10 ¢ patogeno de solo (Ogoshi et al., 1990). A patogenicidade
é pouco relatada.Ocorre como saprofita no Nordeste do Pacifico, em associacdo com
pequenas culturas de graos.

-AG11 é relatado no Oeste da Australia e no Arkansas (USA). E
patdgeno de solo causando damping off em plantas de Lupinus angustifolius (Carling et al.,
1994; Kumar et al., 2002).

-AG12 refere-se a isolados micorrizicos associados com orquideas
na Australia (Carling et al., 1999; Pope & Carter 2001).

-AG13 causa podriddo de colo e raiz em plantas de algodéo
(Carling et al., 2002), podendo também infectar couve flor, rabanete e alface (Carling et al.,
1999) e milho no Mississipi (Tomaso-Peterson & Trevathan, 2004).

-AGBI este grupo é chamado de “bridging isolate” ocorre no
Japdo. (Kuninaga et al., 1979). Isolados desse grupo podem formar certos graus de
anastomose com isolados dos AG2, AG3, AG6, AG8 e AG11 (Carling & Sumner, 1992;
Carling et al., 1994).

4.3 Importancia da identificacdo de grupos de anastomose

A reacdo de anastomose é o pareamento entre hifas de diferentes

isolados pertencentes a0 mesmo AG, fruto de uma atracdo muitua que resulta em
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anastomose (Anderson, 1982; Carling, 1996). A caracterizacdo do grupo de anastomose € 0
grupo intraespecifico (ISG) baseado na morfologia, patologia, anastomose e caracteristicas
moleculares representa um grande avanco na descricdo da variagcdo genética dentro de
Thanatephorus, Ceratobasidium e Waitea. Diferentes ISG podem variar consideravelmente
em seu cruzamento, sua forma de dispersdo e patogenicidade (Vilgalys & Cubeta, 1994).
Devido a grande importancia desse fungo, muitas ferramentas tém sido desenvolvidas para
identificar varios grupos de Rhizoctonia, baseadas em ultraestruturas, informacgdes de
teleomorfos, grupos de anastomose e biologia molecular (Vilgalys & Cubeta, 1994).

A identificacdo de AG ou de ISG dentro de Rhizoctonia spp.,
trouxe grandes contribuicdes para o estudo da resisténcia genética de plantas, estudos
epidemioldgicos e ecoldgicos de vérias doencas, proporcionando um controle mais
direcionado (Ogoshi, 1987). Apos o estabelecimento de AG ou de I1SG de Rhizoctonia spp.
0 alvo para o melhoramento e para o controle eficaz tornou-se mais claro e direcionado,
uma vez que o patdgeno causador de determinada doenca numa planta pertence a um AG
ou ISG especifico. Dada a variabilidade entre espécies e AGs de Rhizoctonia em muitas
caracteristicas, incluindo sensibilidade a quimicos (Kataria et al., 1991; Smiley et al., 1990)
e agentes de controle bioldgico (Mazzola et al., 1996), o sucesso no manejo da doenca
requer o entendimento do fungo causal.

Como exemplo tanto Rhizoctonia oryzae como Rhizoctonia
oryzae-sativae produzem lesbes muito similares na bainha. Conseqlentemente, 0
diagndstico visual é extremamente dificil, principalmente nos sintomas iniciais da doenca,
quando medidas de controle apropriadas poderiam ser implementadas. A distincdo de
especies em meio de cultura é dificil devido a falta de distingdo nas caracteristicas
morfoldgicas estaveis para suportar a classificacdo definitiva do género Rhizoctonia. Dessa
forma a acurécia na distin¢cdo do patdgeno é também essencial para 0 sucesso de um
programa de melhoramento.

Muyolo et al., (1993) avaliaram o comportamento de cultivares de
soja e feijdo a Rhizoctonia. Para a avaliacdo do comportamento das cultivares quanto a
resisténcia a podriddo de hipocétilo e raiz, utilizaram os isolados do AG-2-111B e AG-4 e
para a avaliacdo quanto a resisténcia a “ web blight” foram utilizadas isolados do AG-11B.

A avaliacdo de germoplasma e identificacdo de resisténcia a outros grupos de Rhizoctonia
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tem tido sucesso em outras culturas como beterraba (Bugbee & Campbell, 1990), batata
(Leach & Webb, 1993), algoddo (Wang & Davis, 1997), oleaginosas e canola (Yang &
Verma, 1992).

Rhizoctonia solani tem uma extensiva gama de hospedeiro. Dessa
forma, a ndo caracterizacdo correta do AG e ISG incidentes sobre a cultura precedente
reduz a efetividade da rotacdo de cultura empregada para o controle de doencas causadas
por Rhizoctonia spp.

O conhecimento dos grupos e subgrupos de anastomose tem
grande importancia na tentativa de elucidar e estabelecer graus de similaridade entre eles,
entendendo a distribuicdo da diversidade genética em escala espacial e fazer inferéncias
com relacédo a epidemiologia de R. solani. Infelizmente, a analise da reacdo de anastomose
em alguns casos torna-se uma dificil ferramenta de identificacéo.

A importancia de se determinar os grupos de anastomose é devido
ao fato de que cada grupo pode ser considerado uma unidade evolucionaria, pois
representam populacdes geneticamente isoladas e ndo intercruzaveis. Mas podem existir
imperfei¢es na utilizagdo dessa ferramenta devido principalmente a fatores ambientais
causando erros de interpretacdo (Carling, 1996) e também a elevada variacdo fenotipica e a
dificuldade de cultivar tem desafiado os taxonomistas a definir espécies utilizando o critério

convencional de taxonomia.

4.4 Uso da Biologia molecular em estudos de grupos de anastomose de

Rhizoctonia spp.

O método de anastomose é conveniente mas ndo um metodo ideal para classificacdo
de Rhizoctonia solani devido a frequente variacdo da fusdo de hifas levando a erros de
identificaco. O método ndo oferece a informacdo da variagdo genética ou a relacdo
taxonémica entre e dentro dos grupos de anastomose (Sneh et al., 1991). Entretanto, nos
estudos da diversidade genética em Rhizoctonia spp. pode-se utilizar técnicas moleculares
(Toda et al., 1999).

Este fungo ndo € uma espécie homogénea, mas seus grupos de

anastomose podem ser definidos por diferentes técnicas como DNA/DNA hibridizacdo
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(Vilgalys, 1988), reacdo da polimerase em cadeia (PCR) da regido interna transcrita (ITS)
(Liu et al., 1993) e posterior sequenciamento (Boysen et al., 1996; Kuninaga et al., 1997) e
gel de eletroforese em campo pulsado (Keijer et al., 1996) e polimorfismo do comprimento
dos fragmentos amplificados (AFLP) (Ceresine et al., 2002).

Desde 1980, estudos de populagcdes genéticas baseados em
métodos moleculares tém melhorado a habilidade de se identificar espécies e determinar
seu “parentesco” natural (Brasier,1987). O entendimento da sistematica de Rhizoctonia
solani sera de grande auxilio se as relagBes evolucionérias forem conhecidas. Dessa
maneira, a utilizacdo de dados de seqiiéncias de DNA parece fornecer as melhores
informacdes para estabelecer uma relacdo filogenética no complexo Rhizoctonia solani e
outras espécies de Rhizoctonia. As informacdes filogenéticas beneficiariam também as
pesquisas por sugerirem comparagdes apropriadas entre “taxa” e por produzirem
marcadores para identificacdo baseada em sequiéncias.

Com o advento das técnicas moleculares, muitas ferramentas tém-
se disponibilizado para avaliar a variacdo intra e interespecifica do complexo R. solani
(Cubeta & Vilgalys, 1997). Entre estas tem-se, a analise de sequéncias DNA ribossomal
(rDNA) para estudar a similaridade genética entre os AGs de R. solani (Kuninaga et al.,
1997; Gonzales et al., 2001; Kuramae et al., 2003; Fenille et al., 2005). Analise das
sequéncias das unidades transcritas 18S, 28S e 5.8S e ITS do gene rDNA tem sido utilizada
para inferéncias taxonémicas e filogenéticas entre diferentes AGs de R. solani e mais tarde
para Rhizoctonia. spp. (Gonzalez et al., 2001; Carling et al., 2002; Fenille et al, 2005).
Boysen et al. (1996) conduziram analises filogenéticas baseadas em ITS1-5.8S-1TS2 por
técnica de sequenciamento de PCR assimétrico e obtiveram trés diferentes subgrupos
dentro de AG-4, que correlacionaram com a origem e a viruléncia. Vilgalys & Gonzales
(1990) realizaram anélise filogenética utilizando a sequéncia parcial do 28S rDNA de dez
grupos de anastomose diferentes de R. solani e encontraram pequena variagdo entre eles.
Entretanto eles identificaram varios grupos evolucionarios, subgrupos do AG-1, que
dividiram uma mesma origem evolucionaria, como 0s subgrupos AG-4 e AG-7. Kuninaga
et al. (1997) relataram que analise de sequéncia da regido 1TS1-5.8S-1TS2 pode ser uma
valiosa ferramenta para identificar subgrupos de R. solani. Johanson et al. (1998) utilizaram

a regido ITS para analisar a variacdo genética entre espécies de Rhizoctonia, responsavel
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por doencas em arroz tendo gerado “primers” especificos capazes de diferenciar “sheath-
blight complex”, causado por Rhizoctonia solani, R. oryzae e R. oryzae-sativae. Muitos
estudos tém descrito sequiéncia de rDNA ITS para identificar grupos filogenéticos e
subgrupos de Rhizoctonia (Fenille et al., 2005; Fenille et al., 2003; Kuramae et al., 2003;
Otero et al., 2002).

Através de dados de sequéncia de rDNA tem sido possivel o
incremento no entendimento das relagdes dentro do filo Basidiomycota e tem mostrado que
alguns atributos morfolégicos previamente enfatizados sdo bastante subjetivos (Swann &
Taylor, 1993; Swann et al. 1999). A vasta maioria de estudos de sistematica molecular em
fungos tém utilizado os genes de RNA ribossomal ou os espacos entre eles (Hibbet et al.,
1997; Vogler & Bruns, 1998; Lutzoni, 1997). Pesquisas mais recentes tém buscado locos
alternativos que podem promover a reconstitui¢do filogenética. Por exemplo, Mehmann et
al. (1994) demonstraram a utilidade taxondmica e filogenética de gene especifico de fungo
quitina sintase entre fungos ectomicorrizicos. Thon & Royse (1999) estudaram a utilidade
filogenética da seqiiéncia parcial de B tubulina entre basidiomicetes. Kretzer & Bruns
(1999) mostraram que ATP6, uma subunidade mitocondrial ATPase € muito Gtil na
inferéncia filogenética de Boletales (Basidiomycota). Liu et al. (1999) desenvolveram
“primers” especificos para Ascomycota para a “second largest subunit” (RPB2) de RNA
polymerase Il. O’ Donnell et al. (2001) utilizaram a sequiéncia de “translation elongation
factor-1 a” em estudos filogenéticos em Mucorales (Zygomycota).

Esta escolha tem sido, em parte, pela disponibilidade de primers
universais pela facilidade com que aquelas regides multi copias podem ser amplificadas.
Entretanto, o rDNA muitas vezes ndo tem sido capaz de responder algumas questdes que
tem sido formuladas. Um exemplo de sua limitacdo tem sido dentro da espécie
Hymenomycetes (Hibbet et al., 1997; Moncalvo et al., 1997).

Os genes mitocondriais apresentam a vantagem da sua
independéncia do locos nuclear rDNA e apresenta maior saturacdo de alinhamento devido a
sua rapida taxa de evolucgdo, reduzindo sua utilidade a elevados niveis taxonémicos (Bruns
& Szaro, 1992; Hibbet & Donoghue, 1995). Variacdo em mtDNA, tem sido extensivamente

utilizado para inferéncias filogenéticas, uma vez que a transmissdo do mtDNA na maioria
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dos eucariotos é clonal (Birky, 1995). Para muitas ordens de fungos, como Agaricales e
Russulales, essa questdo permanece ainda ndo resolvida (Bruns et al., 1998).

Os genes nucleares como “translation elongation factor —1 alpha”
(EF-1 o) tém sido utilizados para estudar a similaridade genética entre diferentes isolados
de humanos, animais e plantas (Ho et al., 2000; Schillberg et al., 1995; Baayen et al., 2000;
Phillips et al., 2002). O gene EF-1 o € altamente conservado e pode ser usado como um
marcador para determinar as relacdes filogenéticas entre eucariotos (Roger et al., 1999). Ja
o“nuclear RNA polymerase subunits” tem a vantagem de apresentar copia simples em
fungos, fragmentos de tamanho grande, gerando muitas informacdes convenientemente
amplificados por “primers”, seqiiéncias de nucleotideos facilmente alinhaveis e taxa de
evolugéo conveniente para profundos estudos de filogenia (http://tolweb.org/tree/).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Diversidade genética de Rhizoctonia spp. através do seqlienciamento da regido
ITS1-5.85-1TS2

5.1.1 Isolamento do DNA gendmico

Foram utilizadas, sequéncias de nucleotideos dos isolados de
Rhizoctonia solani e de Rhizoctonia spp. (binucleada) e os padrbes de anastomose disponiveis
na micoteca do Departamento de Produgdo Vegetal - Setor de Defesa Fitossanitaria da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas -UNESP, Botucatu-SP e no Centraalbureau voor
Schimmelcultures (Utrecht, The Netherlands), totalizando 274 acessos. Os dados adicionais
como o numero de acesso no Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), hospedeiro e origem
dos isolados utilizados nesse estudo estdo apresentados na Tabela 1. Isolados ndo
identificados, quanto ao grupo de anastomose a que pertencem, estdo incluidos para ilustrar a
biodiversidade dentro do respectivo agrupamento. Sequéncia AY089729.1 do GenBank,
Sistotrema brinkmanni, foi utilizado como “outgroup”. Dentre os 274 isolados, 126 isolados,
aqueles identificados com as iniciais DQ no numero de acesso NCBI foram cultivados em
meio BDA (Difco laboratories, Detroit, Mich.) mantidos a uma temperatura de 26°C, por 7

dias.
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A massa micelial dos isolados foi obtida pelo cultivo em meio liquido
de batata (200g), sacarose (299g) e peptona (10g), por 10 dias a 27°C no escuro. Os micélios
foram coletados por filtracdo a vacuo, lavados trés vezes com agua destilada e esterilizada
sendo entdo, macerados com nitrogénio liquido até a formacéo de po fino. A extracdo do DNA
genbmico dos isolados seguiu o protocolo descrito por Kuramae-lzioka (1997). Os micélios
apos a maceracao foram ressuspendidos em 700 uL de tampdo de extracdo (100mM Tris, pH
8,0; 50mM EDTA, pH 8,0; 500mM NaCl; 20% dodecil sulfato de sédio). O homogeneizado
foi agitado em vortex e incubado por 30 minutos a 65°C, em banho-maria, sob agitagdo. Em
seguida, adicionou-se 500 uL de acetato de potassio 5M as amostras, que foram colocadas em
banho de gelo por 30 minutos, sendo realizada a inversdo a cada 5 minutos. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 17.000g. O sobrenadante foi extraido com um
volume de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) seguido de agitacdo e centrifugacdo por 10
minutos a 17.000g.

O sobrenadante foi transferido para novo tubo e em cada amostra foi
adicionado um volume de isopropanol para precipitagio do DNA, sendo realizada nova
centrifugagédo por 10 minutos a 17.000g. O DNA precipitado foi lavado com 700 uL de etanol
70% e centrifugado por 5 minutos a 17.000g, e seco a vacuo (SpeedVac) por 10 minutos. O
DNA obtido foi dissolvido em 50 uL TE (10mM Tris, pH 8,0; 1mM EDTA) e tratado com 40
ug/ml de RNase DNase-free a 37°C, durante 3 horas. A quantificacdo do DNA foi feita em
GenQuant (Pharmacia, Biotech, San Francisco, CA, EUA), lida a razdo Assonm/A2sonm de todas
as amostras de DNA para que fosse determinada a qualidade. Para verificar a integridade das
amostras de DNA, aliquotas de 4 uL foram retiradas dos estoques acrescidas de tampdo de
carregamento (0,25 % de azul de bromofenol e 40% de sacarose) (Sambrook et al., 1987) e
analisadas em gel de agarose 0,8% contendo 10mg/ml de brometo de etideo em tampéo TBE
1X a 5V/cm. Ap6s a corrida, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta, com auxilio de
transiluminador UV. Todas as amostras de DNA obtidas foram mantidas a -20°C até o

momento das reacdes de PCR.
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Tabela 1. Isolados de Rhizoctonia solani (multinucleadas), Rhizoctonia spp. (binucleada) e os
padrdes de anastomose, com 0s respectivos numeros de acesso NCBI (National
Center for Biotechnology Information) e dados de origem e hospedeiro, utilizados no
estudo da diversidade genética através do seqiiénciamento da regido 1TS1-5.8S-1TS2.

Isolados N° de acesso NCBI Hospedeiro/Origem
2tR135 U57881.1 Tulipa sp., Holanda

2tR002 U57744.1 Tulipa sp., Holanda

2tR118 U57879.1 Tulipa sp., Holanda

2tR114 U57878.1 Tulipa sp., Holanda

2tR128 U57880.1 Tulipa sp., Holanda
CBS208.84 DQ279002 Lupinus usitatissimum, Japao
AG-2.1 AY 1543171 Brasil

0403 DQ278999 IRS

RS 97 AF2227961 Agrostis palustris
CBS101763 DQ279000 Pisum savivum, Japao
CBS198.25 DQ279001 Begonia sp.,

CBS101764 DQ279004 Brassica napus, Holanda
AF354105 AF354105

RT14 U64100.1

CBS207.84 DQ278991 Beta vulgaris, Japéo
ATCC76132 DQ279003 Japdo

021R01 U57722.1 Pisum sativum, Japéo
021R71 U57727.1 Raapsteel, Holanda

021R91 U57729.1 Allium porrum, Holanda
021R06 U57887.1 Tulipa sp, Japéo

021R61 U57726.1 Lilium longiflorum, Holanda
021R41 U57725.1 Brassica oleracea var. botrytis, Holanda
021R81 U57728.1 Lactuca sativa, Holanda
21RF61L U57730

AG-9 AF354109




Tabela 1. (Continuacao)
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Isolados N° de acesso NCBI ~ Hospedeiro/Origem

22-04 DQ279006 IRS

AG-9 AY154316.1

AG-9TP AY154315.1

oTX

CBS970.96 DQ279005 Haste de planta de batata, USA
22-03 DQ278993 IRS

22-03 DQ278993 IRS

AG2.4758C AB054879

AG-10 AY154318.1

AF153800 AF153800 Subsolo, Australia

CBS346.84 DQ278947 Spinacia oleracea, Holanda
T31 DQ278992 Solanum tuberosum L, Espanha
AF153773 AF153773 Solanum nicotiana,USA
AF153774 AF153774 Solanum nicotiana, USA
AY154319.1 AY154319.1

06-01 DQ278997 IRS

CBS101773 DQ278996 Solanum tuberosum L., Japéo
T13 AY387527.1 Solanum tuberosum L., Espanha
AF354106 AF354106

RIF100 AY387525.1 Solanum tuberosum L., Marrocos
CBS200.25 DQ278994 Solanum tuberosum L.,

T45 AY387530.1 Solanum tuberosum L., Espanha
03-01 DQ278995

T36 AY3875291.1 Solanum tuberosum L., Espanha
T55 AY387535.1 Solanum tuberosum L., Espanha
AF354107 AF354107

AF153771 AF153771 Solanum tuberosum L., USA
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Isolados N° de acesso NCBI Hospedeiro/Origem
AF153772 AF153772 Solanum tuberosum L., RUssia
CECT2829 Valencia, Espanha

AF153797 AF153797 Subsolo, Austrélia

CBS101782 Triticum aestivun, Australia
AGBITE24

CBS270.84 Beta vulgaris , Japéo
AGBITE24 AB054873

AGBI AF354110

AF153780 AF153780 Japdo

AF153779 AF153779 Solo, Japao

AF153783 AF153783 Japdo

AY154306.1 AY154306.1

AY154304.1 AY154304.1

AY154305.1 AY154305.1

AF354101 AF354101

AF153789 AF153789 Triticum aestivum, Africa do Sul
AF153790 AF153790 Triticum aestivum, Tanzania
CBS476.82 DQ278941 Glycine max, USA

AF153784 AF153784 Pterostylis acuminata, Australia
AF153786 AF153786 Restos vegetais, Australia

AGF DQ279014

CAG5 AGR AF354082

EM1865E DQ279011

CBS342.84 DQ279012 Rubus sp., Holanda

CBS974.96 DQ279010 Lupinus angustifolius, Australia
AGE DQ279013

CBS137.82 DQ278934 Erigeron canadensis, USA
AY152704.1 AY152704.1 Solanum lycopersicum L., Brasil




Tabela 1 (Continuacgéo)

Isolados N° de acesso NCBI ~ Hospedeiro/Origem

T82 AY387556.1 Solanum lycopersicum L., Espanha
Batatal4 DQ278954 Solanum tuberosum L., Brasil
T86 DQ278962 Solanum tuberosum L., Espanha
pinjrsl U19958 Pinus pinaster, Espanha

rsa U19964.1 Phaseolus vulgaris, Espanha
AY154308.1 AY154308.1 AG4HGII

AG4 AF153775

T87 DQ278966 Solanum tuberosum L., Espanha
AG4 AF153776

CBS325.47 DQ278964 Brassica oleracea var. capitata
RS95 DQ278965 Poa annua

CBS141.82 DQ278963 Medicago sativa, USA

Batata5 DQ278955 Solanum tuberosum L., Brasil
Batata3 DQ278953 Solanum tuberosum L., Brasil
AY270002.1 AY270002.1 Glycine max, Brasil
AY?270003.1 AY?270003.1 Glycine max, Brasil

AG4HG-I AY089956.1

AG4HG-I AY 089956

ME-1 AY152698.1 Cucumis melo, Brasil

TO-1 AY152701.1 Solanum lycopersicum L., Brasil
Me82 U19953 Cucumis melo, Espanha

rh13 U19960 Solo, Israel

AY270001.1 AY270001.1 Glycine max, Brasil

T67 AY387543.1 Solanum tuberosum L., Espanha
AGAHG-I AY154307.1

T69 AY387545.1 Solanum tuberosum L., Espanha
Me84 U19954 Cucumis melo, Espanha
CBS364.82 DQ278961 Annona sp., Israel




Tabela 1 (Continuacgéo)

Isolados N° de acesso NCBI Hospedeiro/Origem

CBS625.77 DQ278960 Iris sp., Holanda

CBS341.84 DQ278956 Fragaria sp., Holanda

CBS341.36 DQ278957 Plantula de Citrus sp., Argentina
CBS319.33 DQ278958 Semente de grama

AY?270005.1 AY?270005.1

CBS293.31 DQ278959 Gossypium sp., Turquia
AY154660.1 AY154660.1 Spinacia oleracea, Brasil
AY152811.1 AY152811.1 Brassica oleracea, Brasil
AY152813.1 AY152813.1 Brassica oleracea, Brasil
AY154659.1 AY154659.1 Spinacia oleracea, Brasil
AG4-HGIII AY154309.1

SJO6 DQ279020 Glycine max, Brasil

COo1 DQ279021 Brassica oleracea var. acephala, Brasil
CO3 DQ279022 Brassica oleracea var. acephala, Brasil
CAGTAGS AF354084

FJ52.1 DQ279019 Phaseolus vulgaris, Brasil
CBS139.82 Pittosporum sp., USA

T60 DQ279017 Syngonium sp., Barcelone, Espanha
CBS136.82 Taxus sp.,USA, Rhode Island

SJ94 DQ279018 Glycine max, Brasil

CBS138.82 Cinnamomum sp., USA

IMI369673 TCAJ202

CBS135.82 Juniperus sp., USA

AGU AB196666

CBS133.82 DQ278931 Pittosporum tobira, USA

AGP DQ279015

AMT71.2 DQ279016 Arachis hypogaea ., Brasil
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Isolados N° de acesso NCBI Hospedeiro/Origem
CBS101780 DQ279027 Solo, Japéo

AF354098 AF354098 AG7

30982 DQ279028

AY154303.1 AY154303.1 AG8

AF153806 AF153806 Restos vegetais, Australia
1201 AG12

AF153804 AF153804 Pterostylis acuminata, Australia
AG13B DQ279026

AG13C DQ279025

AG13A DQ279024

AF153793 AF153793 Glycine max USA
AF153794 AF153794 Citrullus lanatas, USA
Fj52.4 DQ278990 Phaseolus vulgaris, Brasil
uB1 U57888.1 Beta vulgaris, Holanda
VGl U57889.1 Beta vulgaris, Holanda
22R10 DQ278988 Beta vulgaris, Holanda
GR1 U57886.1 Beta vulgaris, Holanda
C306 DQ278977 Japdo

R0O231 DQ278979 Schneider, J.H.M.

208-01 DQ278978 Cynodon dactylon, Espanha
197-01 DQ278980 Beta vulgaris L., Espanha
AG2-2I1IB AY154311.1

IMI1360038 AJ000201.1

C-116 DQ278976

AG2-2-111B AF354116

AG2-211IB AY?270015.1 Brasil




Tabela 1. (Continuacao)

Isolados N° de acesso NCBI ~ Hospedeiro/Origem
48R_AG2-2LP  AB054866

22R25 U57737.1 Zoysia matrella (grass), Japdo
G4 DQ278986 Japdo

AJ-1-10-1 DQ278987 Japéo,

CBS210.84 DQ278989 Beta vulgaris, Japéo

R64 DQ278984 Japdo

AG2-2-1V AF354117

AG22IV AY154310.1

AG22I1V AY?270014.1

9215512 DQ278983 Japdo

S2 DQ278981 Japdo

Kl DQ278982 Japéo

RGR38

AG5 AF153777 Beta vulgaris, Japéo

AG5 AY154314.1

Wil U57893.1 Beta vulgaris, Holanda
AF153778 AF153778

EM1015D DQ278974

EM117A DQ278970

123-98 DQ278969 Solo, Espanha

AG5 AF354112

0801

CBS174.84 DQ278968 Fezes de passaro, Venezuela
CBS347.84 DQ278971 Alemanha

CBS212.84 DQ278972 Glycine max, Japéo
CBS293.81 DQ278975 Juniperus communis, Franga
23R0O1L u57743 Glycine max, Japao

23R-01 U57740.1 Glycine max, Japao

AG2-3 AY154312.1
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Isolados N° de acesso NCBI ~ Hospedeiro/Origem
AG11 AF153802 Subsolo, Austrélia
AG11 AF354115

AG11 AY154313.1

CBS973.96 DQ278967 Lupinus angustifolius,
SJ64 DQ279029 Glycine max, Brasil
IMI1360366 AJ000199.1

CBS700.82 DQ278946 Eichhornia azurea, Panama
IMI360021 AJ0002001

IMI358761 AJ000197.1

AGI1-IA AF354097

AGI1-IA AY154301.1

AY270011.1 AY270011.1 Glycine max, Brasil

RV DQ279030 Raphanus sativus L.,
AY270007.1 AY270007.1 Glycine max, Brasil
AY270008.1 AY270008.1 Glycine max, Brasil
AY?270009.1 AY?270009.1 Glycine max, Brasil
AY?270013.1 AY?270013.1 Glycine max, Brasil
CBS178.83 DQ279031 Gladiolus sp., Holanda
CBS523.96 DQ279032 Canada

AG 1-1C AY154300.1

RST DQ279033 Fragaria vesca, Espanha
AY152694.1 AY152694.1 Lactuca sativa, Brasil
Rs992 DQ279037 Bentgrass,

AG1-IB AY154302.1

CBS206.84 DQ279038 Beta vulgaris, Japao
CBS345.36 DQ279034 Coleus sp.

CBS176.83 DQ279035 Daucus carota, Holanda
EM1401C DQ279036

SJ144 DQ279039 Glycine max, Brasil




Tabela 1. (Continuacao)

Isolados N° de acesso NCBI ~ Hospedeiro/Origem

21WCC DQ279040

CHAl DQ279041 Ché

AM70.4 DQ279063 Arachis hypogaea, Brasil

AGI DQ279064

AGH DQ279065

CBS140.82 DQ279062 Glycine max, Canada

CBS148.54 DQ278937 Franca

AJ427402 AJ427402 Ceratobasidium anceps
CBS154.35 DQ278938 Coffea sp., india

AJ427403 AJ427403

CBS569.83 DQ278942 Trichoglottis australiensis, Australia,
CBS571.83 DQ278943 Pomatocalpa macphersonii, Australia
AJ427401 AJ427401

99125 AF222793.1

CBS438.80 DQ278940 Haste de Juncus sp., Japédo
CBS132.82 DQ278930 Festuca sp, USA

AGDI AB196643

AGD DQ279060

CBS223.51 DQ278939 Ceratobasidium gramineum, Japéo
AGQ DQ279061

IMI375133 AJ000194.1 Ceratobasidium oryzae-sativae
AGBb DQ279058

AGBa DQ279059

AGS AB196656

AM8.2 DQ279050 Arachis Hypogaea, Brasil

SJo8 DQ279051 Glycine max, Brasil

09-01 DQ279054

RH28155 U19962

AGA AB196640




Tabela 1. (Continuacao)

Isolados N° de acesso NCBI Hospedeiro/Origem

MOG6 DQ279053 Fragaria sp., Brasil

AGT AB196663

FJ 314 DQ279048 Phaseolus vulgaris, Brasil
CBS758.79 AJ427404.1 Folhas de Pittosporum sp., USA
AGK DQ279056

AGBO DQ279057

R35 DQ279042 Solanum tuberosum L., Espanha
YAI18 DQ279043 Smallanthus sonchifolius, Brasil
MLC1 DQ279044 Citrullus lanatus, Brasil

AGG DQ279049

AGC DQ279046

AGL DQ279047

FJ33.1 DQ279048 Phaseolus vulgaris, Brasil

AGO DQ279045

IMI375117 AJ000195.1

IMI375119 AJ000196.1

CBS273.38 DQ278950

CBS316.84 DQ279067 Waitea circinata, Holanda
AGDI 1DA DQ278952

RZ01 DQ278951

CBS320.84 DQ278949

IMI360314 DQ278948

CBS477.82 USA

CBS189.90 DQ278944 Platanthera obtusata, Canada,
CBS572.83 DQ278945 Serendipita vermifera, Australia

AY089729.1

AY089729.1

Sistotrema brinkmannii
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5.1.2 Reacdo de Polimerase em cadeia (PCR) da regido 1TS1-5.8S-1TS2

Apbs o isolamento do DNA gendmico dos 126 isolados (identificados
com as inicias DQ no numero de acesso NCBI), apresentados na Tabela 1, eles foram
submetidos a amplificacdo dos fragmentos de DNA, com os pares de “primers” ITS4 (5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)/ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’)
(White et al., 1990). A reacéo foi realizada em tubos de PCR de 200 uL contendo 100 ng de
DNA gendmico, 1,5mM MgCl,, 2 U Taq polymerase (Invitrogen, Groningen, The
Netherland), 0,2mM de cada dNTP, 50mM KCI, 10mM Tris-HCI, e 0,2uM de cada
“primer”em 50 uL. No controle, o DNA foi substituido pelo mesmo volume de agua ultra pura
esterilizada. A amplificacdo foi realizada em Gene amp PCR system 9700 (Applied
Biosystems, Nieuwerkerk aan de ljssel, The Netherlands) com uma desnaturacdo inicial de
94°C por 2 min, seguido por 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C e 72°C por 2 min e uma
extensdo final de 72°C por 5 min. Depois da amplificacdo, 7 uL de reacdo, misturados com 2
uL de tampéo de carregamento (0,25 % de azul de bromofenol e 40% de sacarose) (Sambrook
et al., 1987) e 4 uL (200ng) de marcador 100 bp Ladder, também misturados com 2 pL de
tampdo de carregamento, foram separados em gel de agarose a 1,0% em tampdo TBE 1X,
aproximadamente 5V/cm de gel, para visualizacdo dos fragmentos amplificados e
determinacéo dos seus tamanhos, em pares de bases.

5.1.3 Reacao de Sequénciamento da regido I1TS1-5.8S-1TS2

Cada produto de PCR foi purificado utilizando GFX™ PCR DNA gel
band purification kit (Amersham Biosciences, Roosendaal, The Netherlands) de acordo com
as instrucdes do fabricante. Os isolados foram seqiienciados utilizando a fita dupla de DNA de
cada produto de PCR (20ng) 5 pmol de cada “primers” ITS4 ou ITS5 de acordo com o manual
do fabricante, Big Dye™ v3.1 kit (Applied Biosystems, Nieuwerkerk aan de Ijssel, The
Netherlands) e acrescida de agua para um volume final de 10 uL. A reacdo de seqlienciamento
foi conduzida em termociclador Gene amp PCR system 9700 (Applied Biosystems

Nieuwerkerk aan de ljssel, The Netherlands) com desnaturacdo do molde de 1 min a 95°C; e
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30 ciclos de 95°C por 10 seg., e o anelamento do primer a 50 °C por 5 seg., e a extenséo final a
60°C por 4 min. O produto da reacéo foi purificado com Sephadex filtration (G-50 fine,
Amersham Biosciences, Roosendaal, The Netherlands) e o seqlienciamento foi conduzido em
ABI3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Nieuwerkerk aan de ljssel, The
Netherlands).

Os fragmentos sequenciados gerados pelos dois “primers” de cada
isolado foram montados utilizando o programa computacional SegMan version 5.03
(DNAStar, Madison, WI, U.S.A) e corrigidos manualmente. As sequiéncias consenso foram
alinhadas pelo programa clustal X 1.83 (Thompson et al., 1994). O cladograma mostrando a
relacdo filogenética entre isolados e os padrdes foram construidos com base na matriz de
distancia pelo método “neighbor-joining” com 1000 “bootstraps” e utilizando o modelo de
substituicdo “uncorrected p” como melhor critério para os dados gerados. As analises
computacionais geraram um cladograma filogenético entre representantes dos AGs e 0s
isolados utilizando o programa computacional PAUP* (Phylogenetic Analysis Using
Parsimony, version 4.0) (Swofford, 2001) com "heuristic search, 50 replicates and tree-

bisection-reconnection (TBR) as the branch-swapping algorithm”.

5.1.4 Clonagem da regido 1TS1-5.8S-1TS2 dos isolados CBS316.84 (Waitea
circinata) e CBS569.83 (Ceratobasidium globisporum)

Dentre os 126 isolados, dois isolados apresentaram dificuldades na
obtencdo de seqiiéncias de nucleotideos de qualidade, os isolados CBS 316.84 (Waitea
circinata) e CBS 569.83 (Ceratobasidium globisporum). Optou-se entdo, pela clonagem da
regido 1TS1-5.8S-1TS2 desses isolados na tentativa de obter seqiiéncias de nucleotideos de
qualidade.

5.1.4.1 Reacéo de ligacéo
A partir da reagdo de PCR do gene 1TS1-5.8S-1TS2 dos isolados CBS

316.84 e CBS 569.83, foi utilizada uma aliquota de 3 uL de cada reacdo de PCR, 5 uL de 2X
Rapid ligation Buffer, 1 uL T4 ligase, pGem "-T easy Vector e 1 pL de T4 DNA ligase,
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totalizando 10 uL. Segundo orientacdo do fabricante, a incubacao da reacao de ligacdo por 12

horas a 4°C gera um maior nimero de transformantes.

5.1.4.2 Transformacéo

A partir de 3 uL da reacdo de ligagdo foi realizada a transformacéo
em 100 pL de células competente DH5a tratadas com cloreto de célcio (Sambrook et al.,
1987). Incubou-se uma hora no gelo e em seguida submeteu-se a choque térmico a 42°C por
90 segundos. Adicionou-se 900 uL de meio SOC (1g Triptona, 0,259 extrato de levedura,
0,03g NaCl, 0,0093g KCI, completar para 45 mL de agua e acrescentar 5 mL (MgCl, 1M e
Mg SO, 1M) e 0,5 mL de glicose 2M) e incubadas a 37°C a 200 rpm por 1 hora e 30 minutos.
Cada 100 pL desta suspenséo bacteriana foi plagueada em meio Luria Bertani (LB) (5,0g de
Peptona, 2,59 de extrato de levedura; 5,0g de NaCl e 7,0g de agar. Adicionar 400 mL de agua
destilada e acertar o pH para 7,0 com NaOH 5N e completar para 500 mL) contendo
100pg/mL de ampicilina acrescidas de 4 puL IPTG (200mg/mL) (isopropylthio-B-D-
galactoside) e 40 uL de Xgal (20mg/mL) (5 bromo-4chloro-3-indolyl-B-D-galactoside) e
incubadas a 37°C por 12 horas. As células transformadas (coldnias brancas) foram entdo
transferidas para meio LB liquido contendo 100ug/mL de ampicilina e incubadas durante 12

horas sob agitacdo.

5.1.4.3 Miniprep

A extracdo do DNA da bactéria foi realizada utilizando o kit Rapid
Plasmid Systems (Marligen Bioscience, ljamsville, USA) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Para verificar a integridade das amostras de DNA e o tamanho dos insertos,
aliquotas de 4 uL foram retiradas dos estoques, acrescidas de tampéo de carregamento (0,25 %
de azul de bromofenol e 40% de sacarose) (Sambrook et al., 1987) e analisadas em gel de
agarose 0,8% contendo 10mg/mL de brometo de etideo em tampdo TBE 1X a 5V/cm. Apoés a

corrida, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta, com auxilio de transiluminador UV.
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5.1.4.4 Reacdo de Sequenciamento

Apbs a extracdo do DNA, foram selecionados os insertos maiores e
diferentes, os quais foram submetidos a reacdo de sequenciamento conforme descrito no item
5.1.3., ressaltando que, para esse sequenciamento, foi utilizado o “primer” do vetor SP6 (5'
ATT TAG GTG ACA CTA TAG 3).

Apbs o seqliénciamento, as sequéncias obtidas foram submetidas a
analise de qualidade de bases utilizando o padrdo de phrap<20 do pacote computacional do
programa Phred/Phrap/Consed (Ewing et al., 1998) As seqliéncias obtidas apds esta etapa
foram alinhadas no programa clustal X 1.83 (Thompson et al., 1994). O alinhamento obtido
foi submetido ao programa DNAsp (Rozas et al., 2003) que analisa 0 polimorfismo de DNA.
As analises filogenéticas foram efetuadas utilizando o método UPGMA, através do programa
computacional MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004) com teste de “bootstrap” de 5000 replicas e

método de substituicdo de Kimura 2 (Kimura, 1980).

5.2 Diversidade genética de Rhizoctonia spp. atraves do seqienciamento dos genes
ATP sintase subunidade 6 mitocondrial (ATP6), fator de elongacéo 1-alpha, RNA
polimerase 2 e a regido ITS (espacgo interno transcrito)

5.2.1 Isolamento do DNA gendmico

Com base no cladograma gerado através das sequéncias da regido ITS
dos 274 isolados de Rhizoctonia solani e Rhizoctonia spp. e dos padrdes de anastomose, foram
selecionados isolados representantes de cada agrupamento, totalizando 44 isolados e
procedeu-se o isolamento de acordo com o descrito no item 5.1.1. Os isolados representantes
de cada agrupamento e 0Ss respectivos numeros de acesso no Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizados nesse estudo estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Isolados de Rhizoctonia solani, Rhizoctonia spp. e padrfes de anastomose utilizados
na analise multilocos, com os respectivos nimeros de acesso no NCBI (National
Center for Biotechnology Information).

Isolados N° de acesso N° de acesso N°de acesso  N°de acesso
NCBI EF NCBI RPB2 NCBIITS
NCBI ATP6
AGA DQ301565 DQ301631 DQ301695 AB196640
AGBa DQ301566 DQ301632 DQ301696 DQ279059
AGBO DQ301567 DQ301633 DQ301697 DQ279057
AGE DQ301569 DQ301635 DQ301699 DQ279013
AGG DQ301570 DQ301636 DQ301701 DQ279049
AGO DQ301572 DQ301639 DQ301704 DQ279045
AGP DQ301573 DQ301640 DQ301705  DQ279015
AGQ DQ301574 DQ301641 DQ301706 DQ279061
CBS132.82 DQ301576 DQ301645 DQ301707 DQ278930
CBS133.82 DQ301577 DQ301646 DQ301708 DQ278931
CBS135.82 DQ301578 DQ301647 DQ301709 DQ78932
CBS136.82 DQ301579 DQ301648 DQ301710 DQ78933
CBS137.82 DQ301580 DQ301649 DQ301711 DQ278934
CBS139.82 DQ301581 DQ301650 DQ301713 DQ278936
CBS148.54 DQ301582 DQ301651 DQ301714  DQ278937
CBS154.35 DQ301584 DQ301653 DQ301715 DQ278938
CBS189.90 DQ301585 DQ301654 DQ301716 DQ278944
CBS438.80 DQ301589 DQ301656 DQ301719 DQ278940
CBS477.82 DQ301590 DQ301657 DQ301721 AJ427405
CBS569.83 DQ301592 DQ301723 DQ278942
CBS572.83 DQ301595 DQ301659 DQ301726 DQ278945
CBS700.82 DQ301596 DQ301660 DQ301727 DQ278946
AGL_IB DQ301599 DQ301663 DQ301733  AY154302.1
AG1l IC DQ301600 DQ301664 DQ301731 AY154300.1
AG22_ IV DQ301602 DQ301666 DQ301734 AY154310.1




Tabela 2. (Continuacao)

Isolados N°deacesso  N°deacesso N°de acesso N° de acesso
NCBI EF NCBI RPB2 NCBI ITS
NCBI ATP6
AG3 DQ301603 DQ301667 DQ301735 AY154319.1
AG4AHGI DQ301604 DQ301668 DQ301736 AY154307.1
AG4AHGII DQ301605 DQ301669 DQ301737 AY154308.1
AG6HGI DQ301608 DQ301672 DQ301740 AY154306
AG7 DQ301609 DQ301673 DQ301741 AF354098
AG9 DQ301610 DQ301674 DQ301742 AY154316.1
CBS101.782 DQ301612 DQ301676  DQ301744 DQ279008
CBS140.82 DQ301613 DQ301677 DQ301730 DQ279062
CBS200.25 DQ301615 DQ301679 DQ301746 DQ278994
CBS207.84 DQ301617 DQ301681 DQ301748 DQ278991
CBS208.84 DQ301618 DQ301682 DQ301749 DQ279002
CBS293.31 DQ301619 DQ301683 DQ301729 DQ278959
CBS523.96 DQ301621 DQ301685 DQ301751 DQ279032
CBS970.96 DQ301622 DQ301686 DQ301752 DQ279005
SJ02 DQ301624 DQ301688  DQ301754 AY270003
SJO7 DQ301625 DQ301689 DQ301755 AY270015
SJ57 DQ301628 DQ301692 DQ301757 AY270012
TO1 DQ301629 DQ301693 DQ301758 AY152701
TO4 DQ301630 DQ301694  DQ301759 AY152704
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5.2.2.1 Reacdo de polimerase em cadeia (PCR) do gene ATP sintase
subunidade 6 mitocondrial (ATP6)

Apo6s o isolamento do DNA gendmico, todos os isolados
selecionados, foram submetidos a amplificacdo dos fragmentos de DNA, com o par de
“primers”  ATP61(5-ATTAATTSWCCWTTAGAWCAATT-3') e ATP62 (5-
TAATTCTANWGCATCTTTAATRTA-3Y). A reacdo foi realizada em tubos de PCR de 200
uL contendo 100 ng de DNA genémico, 1.5mM MgCl,, 2 U Taqg polymerase (Invitrogen,
Groningen, The Netherlands), 0,2mM de cada dNTP, 50mM KCI, 10mM Tris-HCI, e 0,2uM
de cada “primer”em 50uL. No controle, 0 DNA foi substituido pelo mesmo volume de agua
ultra pura esterilizada. A amplificacdo foi realizada em Gene amp PCR system 9700 (Applied
Biosystems, Nieuwerkerk aan de ljssel, The Netherlands) com uma desnaturacdo inicial de
94°C for 2 min, seguido por 35 ciclos de 35 seg. a 94°C, 55 seg. a 37°C e 72°C por 1min. e
mais 30 ciclos de 35 seg. a 94 °C, 55 seg. a 45°C e 1 min a 72 °C e acrescentados 4 seg. em
cada ciclo. Depois da amplificagdo, 7 uL da reacdo, misturados com 2 uL de tampéo de
carregamento (0,25 % de azul de bromofenol e 40% de sacarose) (Sambrook et al., 1987) e 4
uL (200 ng) de marcador 100 bp Ladder, também misturados com 2 pL de tampédo de
carregamento, foram separados em gel de agarose a 1,0% em tampdao TBE 1X,
aproximadamente 5V/cm de gel, para visualizacdo dos fragmentos amplificados e

determinagédo dos seus tamanhos, em pares de bases.

5.2.2.2 Reagdo de polimerase em cadeia (PCR) do gene fator de
elongacéo 1-alpha (EF-1la)

Apos o isolamento do DNA gendmico, procedeu-se a amplificacdo
dos  fragmentos de DNA com o par de primers “TEF1-F (5-
AATCGTCAAGGAGACCAACG-3) e TEF1-R (5-CGTCACCAGACTTGACGAAC-3) .A
reacao foi realizada em tubos de PCR de 200 uL contendo 100 ng de DNA genémico, 1,5mM
MgCl,, 2 U Taq polymerase (Invitrogen, Groningen, The Netherlands), 0,2mM de cada
dNTP, 50mM KCI, 10mM Tris-HCI, e 0,2uM of cada “primer”em 50 pL. No controle, 0 DNA
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foi substituido pelo mesmo volume de agua ultra pura esterilizada. A amplificacdo foi
realizada em Gene amp PCR system 9700 (Applied Biosystems, Nieuwerkerk aan de ljssel,
The Netherlands) com uma desnaturacéo inicial de 94°C por 5 min., 35 ciclos a 94 °C por 1
min., 60 °C por 1 min., 72 °C por 2 min. e uma extens&o final de 72 °C por 7 min. Depois da
amplificagéo, 7 uL da reacdo acrescidos de 2 puL de tampédo de carregamento (0,25 % de azul
de bromofenol e 40% de sacarose) (Sambrook et al., 1987) e 4 uL (200 ng) de marcador 100
bp Ladder e também misturados com 2 uL de tampéo de carregamento, foram separados em
gel de agarose a 1,0% em tampéo TBE 1X, aproximadamente 5V/cm de gel, para visualizacdo

dos fragmentos amplificados e determinacao dos seus tamanhos, em pares de bases.

5.2.2.3 Reacdo de polimerase em cadeia (PCR) do gene RNA

polimerase 2 (RPB2)
O DNA genbmico dos isolados selecionados foi submetido a
amplificagdo com o par de “primers” RPB2-6F (5-TGGGGYATGGNTTGYCCYGC-3') e
RPB2- 7.1R (5"CCCATRGCYTGYTTMCCCAT-3"). A reacdo foi realizada em tubos de PCR
de 200 pL contendo 100 ng de DNA gendmico, 1 pL de 50X Universal Buffer (1250 pl
20mM Tris-HCI, pH 8.0, 25 mM EDTA), 5 pL de 10X PCR Buffer #4 (500 pL 100mM Tris-
HCI, pH 8.3, 35mM MgCI2, 750mM KCI)), 2 U Taq polymerase (Invitrogen, Groningen, The
Netherlands), 0,2mM de cada dNTP e 0,2uM de cada “primer”’em 50 pL. No controle, o DNA
foi substituido pelo mesmo volume de &gua ultra pura esterilizada. A amplificacdo foi
realizada em Gene amp PCR system 9700 (Applied Biosystems, Nieuwerkerk aan de Ijssel,
The Netherlands) com uma desnaturacéo inicial de 94°C por 5 min., 35 ciclos de 94 °C por 1
min., 60 °C por 1 min. 72 °C por 2 min. e uma extensdo final de 72 °C por 7 min. Depois da
amplificagédo, 7 uL de reagdo, misturados com 2 uL de tampdo de carregamento (0,25 % de
azul de bromofenol e 40% de sacarose) (Sambrook et al., 1987) e 4 uL (200ng) de marcador
100 bp Ladder, também, misturados com 2 uL de tamp&o de carregamento, foram separados
em gel de agarose a 1,0% em tampdo TBE 1X, aproximadamente 5V/cm de gel, para
visualizacdo dos fragmentos amplificados e determinacdo dos seus tamanhos, em pares de

bases.
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5.3 Reacéo de Sequenciamento

Cada produto de PCR foi purificado utilizando GFX™ PCR DNA gel
band purification kit (Amersham Biosciences, Roosendaal, The Netherlands) de acordo com
as instrucdes do fabricante. Os produtos de PCR foram sequenciados utilizando a fita dupla de
DNA de cada produto de PCR (20ng), 5 pmol de cada “primer” de acordo com o manual do
fabricante, Big Dye™ v3.1 kit (Applied Biosystems, Nieuwerkerk aan de lIjssel, The
Netherlands) e acrescida de dgua para um volume final de 10 uL. A reacdo de seqlienciamento
foi conduzida em termociclador Gene amp PCR system 9700 (Applied Biosystems
Nieuwerkerk aan de Ijssel, The Netherlands) com desnaturacdo do molde de 1 min a 95°C, 30
ciclos de 95°C por 10 seg. e o anelamento do primer a 50 °C por 5 seg., e a extensdo final a
60°C por 4 min. O produto da reacdo foi purificado com Sephadex filtration (G-50 fine,
Amersham Biosciences, Roosendaal, The Netherlands) e o seqtienciamento foi conduzido em
ABI3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Nieuwerkerk aan de ljssel, The
Netherlands).

A partir dos fragmentos gerados pelos dois “primers” de cada isolado,
obteve-se as seqliéncias consenso, utilizando o programa computacional SeqMan version 5.03
(DNAStar, Madison, WI, U.S.A) e as seqiéncias quando necessarias foram corrigidas
manualmente. As seqliéncias consenso foram alinhadas pelo programa clustal X 1.83
(Thompson et al., 1994). O cladograma mostrando a relacdo filogenética entre isolados e 0s
padrdes foi construido com base na matriz de distancia pelo método “neighbor-joining” com
1000 “bootstraps” e utilizando o modelo de substitui¢do “uncorrected p” como melhor critério
para os dados gerados. As analises computacionais geraram um cladograma filogenético entre
representantes dos AGs e os isolados utilizando o programa computacional PAUP*
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony, version 4.0) (Swofford, 2001) com "heuristic
search, 50 replicates and tree-bisection-reconnection (TBR) as the branch-swapping
algorithm”.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Diversidade genética de Rhizoctonia spp. através do seqlienciamento da regido
ITS1-5.85-1TS2

O cladograma gerado pela matriz de similaridade esta representado na
Figura 1.
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Figure 1. Cladograma gerado pela andlise “neighbor-joining” obtido dos 274 alinhamentos das
sequiéncias ITS ilustrando a principal relacdo filogenética de isolados de Rhizoctonia
spp. coletados de varias regides do mundo.
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Clado 1: Nesse clado foi possivel distinguir 4 grupos: 1A, 1B, 1C, 1D. O grupo 1A
compreende isolados de varias espécies, mas principalmente de plantas ornamentais Tulipa sp.
(Holanda), Agrostis palustris, Lupinus usitatissimum (Jap&o) e inclui o padrdo de anastomose
AG2-1 (AY154317.1). No grupo 1B estdo os isolados de Begonia sp. de origem desconhecida,
Brassica napus (Holanda), Pisum sativum (Japdo). O grupo 1C compreende isolados de
Raapsteel (Holanda), Allium porrum (Holanda), Tulipa sp (Japdo), Pisum sativum (Japéo),
Lactuca sativa (Holanda), Brassica oleracea var. botrytis (Holanda), Lilium longiflorum
(Holanda). O Grupo 1D inclui isolados de batata (Alaska) e os padrdes AG9 (AF354109,
AY154316.1), AGITP (AY154315.1) e 9TX. Este é um agrupamento bastante interessante,
onde se encontra a maioria dos isolados de plantas ornamentais e juntamente com o padréo
AG2-1. Os isolados de tulipa do Japdo (clado 1B) e da Holanda (clado 1A) ndo se agruparam,
mas ambos foram similares ao padrdo AG2-1 (AY1543171), entretanto, Schneider et al.,
(1999) classificaram alguns isolados homeogéneos de tulipas da Holanda como AG-2t e nédo
como AG2-1. De acordo com Sneh et al. (1991) AG2 é sem duvida o grupo mais heterogéneo.
Membros deste AG sdo caracterizados por causar damping off em cruciferas (Watanabe &
Matsuda, 1966), podriddo de raiz em rabanete (Homma & Ishii, 1984) e queima foliar em
tulipas (Nakatomi & Kaneko, 1971). A similaridade entre isolados de tulipas do Japao
(021R06) e da Holanda (2tR114, 2tR128, 2tR135, 2tR002) foi de 93,5%. A sequéncia de
similaridade de nucleotideos entre isolados desse clado foi de 92-100% e na regido ITS1 foi de
89-100% e de 91-100% na regido ITS2.

Clado 2: Pela andlise da variacdo da sequéncia da regido ITS1-5.8S-1TS2 foi possivel
identificar pelo menos cinco bem definidos grupos de Rhizoctonia spp.: 2A, 2B, 2C, 2D, 2E.
No grupo 2A inclui isolados de Solanum tuberosum (EUA, Russia, Espanha, Marrocos,
Japdo). No grupo 2B agruparam-se os isolados de Solanum nicotiana (EUA) e o padrdo AG-3
(AY154319.1). O grupo 2C compreende isolados de Spinacia oleracea, (Holanda), Solanum
tuberosum (Espanha), subsolo (Australia) e os padrdes AG-10 (AY154318.1) e AG2.4 758C
(AB054879). O grupo 2D agrupou isolados de subsolo (Australia), Triticum aestivun
(Australia). O grupo 2E compreende isolados de Beta vulgaris (Japdo) e inclui o isolado
padrdo AGBI (AB054873, AF354110). Os agrupamentos 2A e 2B apresentaram maior
similaridade com o isolado padrdo AG-3 (AY154319.1). Rhizoctonia solani Kihn grupo de
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anastomose 3 correspondendo a doencas associadas com batata e tabaco. Tradicionalmente,
AG-3 foi considerado um grupo homogéneo de hospedeiro especifico (Anderson, 1982;
Ceresini et al., 2002), causando cancros em raiz e brotos em batatas. Truter & Wehner (2004)
encontraram 39 isolados de haste e raiz sintomatica em plantas de batata, 32 pertencentes ao
grupo AG-3, cinco ao grupo AG-4 e dois ao grupo AG-5. Recentemente Rosa et al. (2005)
relataram isolados de batata originario do Brasil com elevado grau de similaridade ao grupo
padrdo AG-4HGI e 4HGII, causando damping- off. O AG-3 é denominado “potato type”
(Watanabe & Matsuda, 1966), o qual é mais tolerante a baixas temperaturas em relacdo a
outros AGs e é muito importante causando podriddo de raiz e tubérculo de batata (Carling &
Summer, 1992) e mancha alvo em folhas de tomate (Date et al., 1984), tabaco (Meyer et al.,
1990) e berinjela (Kodama et al., 1982). A seqliéncia de nucleotideos da regido ITS mostrou
elevado nivel de similaridade entre isolados pertencentes ao clado (2A a 2E) em torno de 94-
100%. A andlise filogenética das seqliéncias dividiu isolados de Rhizoctonia de batata dentro
de um bem suportado clado AG-3 (2A) correspondendo com o agrupamento de hospedeiros da
Espanha, Marrocos, EUA, RUssia, Japdo e agrupou separadamente isolados de tabaco (2B). A
similaridade na regido do ITS1 foi de 90-100% e na regido do ITS2 de 91-100% entre 0s
isolados desse clado 2.

Clado 3: Este clado apresenta quatro sub grupos 3A, 3B, 3C e 3D. O grupo 3A apresenta
isolados de Rubus sp. (Holanda), Lupinus angustifolius (Australia), Ceratobasidium
cornigerum (EUA) e inclui o isolado padrdo AGE (DQ279013). O grupo 3B inclui isolados
desconhecidos do Japdo (AF153780, AF153783), de solo (Japdo) e os isolados padréo
AG6HGI (AY154306.1), AG6GV (AY154304.1, AF354101) e AG7 (AY154305.1). O grupo
3C contém isolados de Triticum aestivum (Africa do Sul, Tanzénia), Glycine max. (EUA),
Pterostylis acuminata (Austrélia), restos vegetais (Austrdlia). O grupo 3D apresenta 0s
isolados padrdo AGF (DQ279014) e CAG5 AGR (AF354082). Usualmente Rhizoctonia solani

Kihn AG-8 é o agente causal de uma doenca limitante nos campos de cereais, no sistema de
plantio direto, principalmente em trigo causando podriddo de raiz, “sunken lesion”, podriddo

do cortex (Gill et al., 2002), mas nesse estudo os isolados de Triticum aestivum foram
similares ao isolado padrdo AG-6GV. Os fungos deste grupo AG-6GV séo considerados néo
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patogénicos e ocorrem no Japédo (Kuninaga et al., 1979) e alguns isolados deste grupo formam
associacdo com orquideas (Uetake et al., 1988). Rhizoctonia solani AG-8 foi relatado em
Lupine na Australia (Sweetingham et al., 1990) entretanto Chang et al., (2005) fizeram o
primeiro relato de Rhizoctonia solani AG-4 e AG-22 causando doengas em plantas de Lupinus
angustifolius no Canada causando danos e constriccdo no colo da planta, folhas jovens
encarquilham e deformam-se e tombamento das plantulas tombam. A similaridade das
sequéncias de nucleotideos entre isolados neste cluster foi entre 99,85-100% e de 99,95% na
regido ITS1 e 99,99% na regido ITS2.

Clado 4: No clado 4, ha cinco grupos distinguiveis: 4A, 4B, 4C, 4D e 4E. O grupo 4A
compreende isolados de Iris sp. (Holanda), Annona sp.(Israel), Cucumis melo (Espanha),
Solanum tuberosum (Espanha), Solo (lIsrael), Glycine max (Brasil) e o isolado padrdo AG-
4HGI (AY154307.1). O grupo 4B compreende isolados de Fragaria sp. (Holanda), Citrus sp.
(Argentina), semente de grama, Gossypium sp. (Turquia). O agrupamento 4C inclui isolados
de Solanum lycopersicum (Brasil), Glycine max (Brasil), Cucumis melo (Brasil), Solanum
tuberosum (Brasil) e o isolado padrdo AG-4HGI (AY089956.1, AY089956). O agrupamento
4D compreende isolados de Poa annua, Medicago sativa (EUA), Brassica oleracea var.
capitata, Solanum tuberosum (Espanha), Phaseolus vulgaris, (Espanha), Pinus pinaster
(Espanha) e o isolado padrdo AG-4HGII (AY154308.1). O grupo 4E contém isolados de
Spinacia oleracea (Brasil), Brassica oleracea (Brasil) e o isolado padrdo AG-4HGIII
(AY154309.1). Isolados de batata da Espanha agruparam no 4A e 4D e foram similares com
os isolados padrdo AG-4HGI e AG-4HGII, respectivamente. Isolados de batata no Brasil
agruparam no 4C e foram similares com o isolado padrdo AG-4HGI. Os isolados de batata
agruparam separadamente de acordo com a origem, mas alta similaridade foi observada nas
seqliéncias de nucleotideos de isolados de batata do Brasil e Espanha em torno de 94%. Truter
& Wehner (2004) encontraram isolados em hastes sintomaticas e em raizes de batata e foram
identificados como AG-4 e recentemente resultados de Rosa et al., (2005) confirmaram a
presenca de isolados de Rhizoctonia solani em batata com sintomas de necrose na haste,
causando damping- off e constataram que todos os isolados patogénicos apresentaram maior
similaridade com os isolados padrdo AG4-HGI e Il no Brasil. Nos isolados de batata da

Espanha ndo foi possivel determinar o grupo de anastomose a que pertencem previamente mas
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de acordo com este trabalho, eles foram similares aos isolados padrdo AG4-HGI e Il. Isolados
de Rhizoctonia solani em batata e tabaco sdo frequentemente associados com AG-3 (Anderson
1982; Ogoshi, 1987; Carling et al., 1989), causando cancros em raizes e brotos, mas de acordo
com os resultados desse trabalho, os isolados de batata e tomate do Brasil e da Espanha foram
mais similares com os isolados padrdo AG4 HG-I e AG4 HG-II. Tal fato pode ser explicado
pelos diferentes sintomas que provocam em plantas de batata. Dentro desse agrupamento, 0
mais elevado nivel de similaridade foi entre isolados de tomate do Brasil (AY152704.1) e da
Espanha (T82) com 99% de similaridade, através do bem suportado cluster de acordo com o
hospedeiro. Isolados de tomate, em acordo com Kuramae et al. (2003), podem apresentar
reacdo positiva com os isolados padrdo AG4HG-I, HG-1l e HG-IIl. A similaridade das
sequéncias de nucleotideos entre isolados pertencentes a esses grupos foi de 91 a 100% e de
87 a 97% na regido ITS1 e de 87 a 97% na regido ITS2. No agrupamento 4C, os isolados de
soja (Glycine max) do Brasil (AY270001.1, AY270002.1, AY270003.1) e isolados de meléo
(Cucumis melo) do Brasil (AY152698.1) e da Espanha (Me82 e Me84) agruparam-se com 0
isolado padrdo AG-4HGI. Este resultado corrobora com os resultados previamente
apresentados por Fenille et al.(2003), Kuramae et al (2003), Boysen et al.(1996) em soja e
meldo. Yang et al., (2005) reportaram isolados de Rhizoctonia AG-A na China patogénicos a
plantulas de soja. A similaridade das seqtiéncias entre isolados do mesmo hospedeiro, mas de
diferentes origens geograficas como exemplo os isolados de meldo do Brasil e da Espanha foi
em torno de 97,18 a 97,24% na regido ITS1 e 98,6 a 99,28% na regido do ITS2. As seqliéncias
dos isolados de meldo utilizadas por Boysen et al. (1996) (Me82 e Me84) também foram
incluidas nas presentes analises e mostraram elevada similaridade com os isolados de melao
do Brasil (AY152698.1) com 99% de similaridade e agruparam com o0 AG-4HGI. Embora eles
tenham sidos identificados como pertencentes ao mesmo AG e com elevada similaridade mas,
isolados do Brasil causam podriddo do hipocétilo e da raiz, enquanto isolados da Espanha
causam damping off. Pequena variacdo foi observada nas sequiéncias de nucleotideos de
isolados pertencentes a este agrupamento e a similaridade das sequéncias foi de 95 a 99%. A
similaridade de seqiiéncias de nucleotideos entre os isolados do agrupamento 4A e 4C foi de
90 a 100% na seqiéncia da regido ITS1 e de 92 a 100% na da ITS2. O grupo 4E compreende
isolados de Spinacia oleracea (Brasil), Brassica oleracea (Brasil) e agruparam com o isolado
padrdo AG-4HGIII (AY154309.1). Kuramae et al. (2003) relataram pela primeira vez a
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ocorréncia de Rhizoctonia solani AG-4HGIII em brdcolis e espinafre no Brasil e o teste de
patogenicidade de todos os isolados mostraram sintomas de podriddo do hipocétilo e da raiz.
Na China foram relatados isolados de Rhizoctonia solani causando queima foliar em Brassica
rapa spp e pertencentes ao AG-4 (Yang et al., 2004). Membros desse AGs sao caracterizados
por infectar a porcdo subterranea da planta e causar damping-off e podriddo de raiz. Além
disso, AG4 e AG5 também tém sido relatados causando damping-off em espinafre no Japéo
(Akashi et al., 1986). Isolados pertencentes ao subgrupo AG-4 foram relatados causando
damping-off e podriddo de raiz em vaérias culturas importantes, como a cebola (Yamamoto &
Uehara 1972), ervilha (Shehata et al., 1983), batata (Elango, 1986), feijdo (Ceresini & Souza,
1997), soja (Muyolo et al., 1993) e amendoim (Ceresini et al., 1996). A similaridade de
sequéncias dentro desse cluster 1A foi de 98 a 100% e na sequéncia da regido ITS1 foi de
100% e de 96 a 100% na regido ITS2. Todos os isolados deste agrupamento sdo do Brasil, o

que era de se esperar, uma vez que apresentam elevados niveis de similaridade entre eles.

Clado 5: A andlise “neighbor Joining” de distancia genética derivada do alinhamento das
sequiéncias, foi capaz se separar em trés grupos 5A, 5B e 5C. O grupo 5A compreende
isolados de Rhizoctonia solani (Japdo) e Beta vulgaris (Japao) e os isolados padrdo AG2-21V
(AY154310.1, AY270014.1, AF354117). O grupo 5B inclui isolados de Rhizoctonia solani
(Japdo), Zoysia matrella (grama) (Japdo) e o isolado padrdo 48R AG2 2LP (AB054866). O
agrupamento 5C apresenta isolados de Phaseolus vulgaris (Brasil), Beta vulgaris (Holanda,
Espanha), Cynodon dactylon (Espanha) e o isolado padrdo AG2-211IB (AY270015.1,
AF354116, AY154311.1). Nos grupos 5A e 5B agruparam todos os isolados de Rhizoctonia
solani do Japdo e foram mais similares com os isolados padrdo AG2-2I1V e 48R AG2 2LP
respectivamente. No agrupamento 5C, o isolado de feijdo (Fj52.4) foi mais similar ao padrao
AG2-2111B que concorda com Kuramae et al.(2002) causando damping-off em plantas de
feijdo. Membros desse grupo de anastomose usualmente infectam as raizes e parte aérea
causando damping-off em beterraba (Watanabe & Matsuda, 1966) e crisantemo (Kajiwara &
Sugata, 1971), queima foliar em grama (Hurd & Grisham, 1983) e queima foliar em arroz
(Watanabe & Matsuda, 1966). Os isolados de Beta vulgaris da Holanda (UB1, VG1, 22R10) e
Espanha (19701) foram mais similares ao isolado padrdo AG2-2I11B. Estes isolados de Beta

vulgaris agruparam-se de acordo com as areas geograficas, demonstrando um padrdo de
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subdivisdo geografica na estrutura genética de Rhizoctonia solani para aqueles isolados, onde
isolados do Japdo agruparam-se separadamente dos isolados da Holanda e da Espanha. A
similaridade das sequéncias de nucleotideos entre isolados deste grupo 5 foi de 95 a 100% e na

seqiéncia da regido ITS1 e 2 foi de 90-100% e 92-100% respectivamente.

Clado 6: Um grande e unico grupo compreende isolados de Beta vulgaris (Holanda), solo
(Espanha), fezes de passaro (Venezuela), Glycine max (Japdo), Juniperus communis (Franca),
subsolo (Australia), Lupinus angustifolius e os isolados padrdo AG-5 (AY154314.1,
AF354112), AG2-3 (AY154312.1) e AG-11 (AY154313.1). Isolados de Glycine max do Japao
(23R0O1L), (CBS212.84) agruparam com os isolados padrdo AG2-3 e AG5, respectivamente.
De acordo com Naito et al. (1995), membros do grupo AG2-3 causam queima foliar em soja,
enquanto AG5 causa podriddo de raiz em soja, feijdo e bronzeamento em folhas de gramados
(Naiki & Ui, 1981). Isolados de Beta vulgaris foi mais similar ao isolado padrdo AG-5
(AY154314.1), mas ndo ha relatos de AG-5 em Beta vulgaris; este grupo de anastomose é
homogéneo e patdgeno de solo causando podridao de raiz em tubérculo de batata. De acordo
com os resultados aqui obtidos, isolados de Lupinus angustifolius (CBS973.96) foram mais
similar ao isolado padrdo AG-11 (AY154313.1). Kumar et al. (2002) relataram Rhizoctonia
solani AG-11 causando damping-off e podriddo severa do hipocotilo de Lupinus angustifolius
na Australia entretanto, hd relatos de Rhizoctonia solani AG-4 e AG-2 em Lupinus
angustifolius no Canada (Chang et al., 2005). A similaridade de sequéncias de nucleotideos
entre isolados pertencentes a este clado foi de 69-99,7% e de 61,7-99,5% na regido da
sequéncia do ITS1 e de 66,4-99,6% na regido do ITS2.

Clado7. Este clado compreende cinco grupos 7A, 7B, 7C, 7D e 7E. O grupo 7A contém
isolados de Glycine Max (Brasil), Brassica oleracea var. acephala (Brasil), Phaseolus
vulgaris (Brasil) e o padrdo CAG7 (AF354084). No grupo 7B constam isolados de
Pittosporum tobira (EUA), Taxus sp. (EUA), Syngonium sp. (Espanha), Glycine Max (Brasil),
Cinnamonum sp. (EUA). O agrupamento 7C inclui isolados de Juniperus sp. (EUA),
Pittosporum tobira (EUA), Arachis hypogaea (Brasil) e os isolados padrdo AGU (AB196666)
e AGP (DQ279015). O grupo 7D contém isolados de solo (Japao) e os isolados padrdo AG7
(AF354098) e AG-8 (AY154303.1). O agrupamento 7E compreende isolados de Glycine max
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(EUA), Citrilus lanatus, restos vegetais (Australia), Pterostylis acuminata (Australia) e os
isolados padrdo AG12 (1201), AG13A, AG13B e AG13C. Os grupos de anastomose AG-1IA,
1-1B, 1-IC, 2, 2-2, 3, 4, 5 e 7 sdo relatados como patogénicos a soja (Nelson et al., 1996; Sneh
et al., 1991; Yang, 1999; Pope & Carter, 2001). Em soja, o patégeno causa damping off,
podridédo de raiz, podriddo de haste, queima foliar e pode causar perdas substanciais no campo
(Tachibana et al., 1971). O isolado de soja agrupou com o isolado padrdéo AG-8
(AY154303.1); causa podriddo de raiz em cereais, é caracterizado por desenvolver manchas
circulares ou ovais e ou plantas cloréticas que produzem pequenos ou nenhum gréo.
Rhizoctonia spp., isolado de melancia, nesse trabalho agrupou com o padrdo AG-8, embora
isolados dos EUA tenham sido identificados como AG-7 (Pope & Carter, 2001); entretanto,
isolados do Brasil agruparam com AGG (clado9) explicacdo para tal fato, pode estar nos
diferentes sintomas em melancia. Neste grupo 7E, isolados de Pterostylis acuminata e restos
vegetais, ambos da Austrélia, foram similares ao isolado padrdo AG-12. Neste grupo de
anastomose, a maioria das espécies de Rhizoctonia conhecidas participam de relagdes com
orquideas e sdo binucleadas tendo o género Ceratobasidium como teleomdrfo. De qualquer
modo, comparativamente ndo freqliente, Rhizoctonia multinucleada também tem sido isolado
de orquideas micorrizica (Currah, 1987; Warcup & Talbot, 1967). Isolados micorrizicos de
AG-12 provocaram pequenos danos em plantulas de batata e cevada, danos moderados em
alface e extensivos danos em plantulas de couve-flor e rabanete (Carling et al.,1999). Isolados
de Juniperus sp e Pittosporum tobira foram mais similares ao isolado padrdo AGU
(AB196666) e eles sdo relatados como pertencentes ao AGE (CAG-3) e AGS (CAG-7),
respectivamente (Gonzalez et al., 2000). AGU foi caracterizado como causando podriddo de
colo e raiz em mini rosas, enquanto que isolados de Pittosporum tobira causam queima foliar.
Isolado de amendoim foi mais similar ao padrao AGP, mas doengas induzidas por Rhizoctonia
AG-4 em amendoim incluem podriddo de sementes, damping —off pré e pods-emergéncia,
necrose do hipocotilo e da raiz, podriddo da vagem e queima foliar em plantas maduras.
Isolados de soja, couve e feijdo foram mais similares com o isolado padrdo AGS (AF354084)
no caso da soja, foi relatado Rhizoctonia AG-A binucleado na China (Yang et al., 2005).
Kuramae (dados ndo publicados) encontrou isolados de couve filogeneticamente mais similar
ao isolado padrdo CAG 7 (AF354084), com similaridade de 96,8 a 97%. Balali & Kowsari

(2004) obtiveram cultura pura de Rhizoctonia solani isolada de feijdo e foi identificada como
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AG-4. Entretanto, Kuramae et al. (2002) relataram isolados de Rhizoctonia binucleada
causando damping-off em feijdo, embora o grupo de anastomose nédo foi relatado. No clado
7B, isolados de Pittosporum, Taxus sp, Syngonium sp., Glycine max foram mais similares ao
isolado padrdo CAG7. Gonzélez et al. (2000), relataram isolados de Pittosporum, Taxus,
Juniperus pertencentes ao grupo CAG-7, CAG-5 e CAG-3, respectivamente. A similaridade
de sequéncia dentro do agrupamento foi de 85 a 100% e na seqliéncia da regido ITS1 foi de
74,7-100% e de 88,6-93,7% no ITS2.

Clado 8: Analise “neighbor Joining” de distancia genética derivado do alinhamento foi capaz
de agrupar os isolados em dois grupos 8A e 8B. O grupo 8A compreende isolados de Glycine
max (Brasil), Raphanus sativus L, Eichhornia azurea (Panama), Gladiolus sp (Holanda),
Fragaria vesca (Espanha) e os isolados padrdo AG1-1A (AY154301.1) e AG-1-IC
(AY154300.1). A maioria dos isolados de soja se agrupou e foi mais similar ao AG1-IA. Este
resultado esta de acordo com Atkins & Lewis (1954) e Fenille et al. (2003), que identificaram
isolados de Rhizoctonia solani de Lousiana e do Brasil causando queima foliar como AG1-IA.
Membros deste AG sdo caracterizados por infectar parte aérea causando queima foliar em
plantas de arroz, bronzeamento em folhas de milho, sorgo e soja (Yang et al., 1988).
Entretanto, Yang et al. (2005) relataram também AG-A Rhizoctonia binucleada patogénica a
soja na China. Isolados de Gladiolus sp. e Fragaria vesca foram mais similares ao isolado
padrdo AG1-1C. Néo ha relatos de Rhizoctonia solani associado a Fragaria vesca; acredita-se
que o complexo AGs —A, -G e | (Martin, 2000) esteja associado com doencgas do morango. As
sequéncias de nucleotideos da regido ITS mostraram elevada similaridade entre isolados
pertencentes a este cluster, em torno de 95-100%. Analise filogenética da seqiiéncia do ITS
dividiram os isolados de Rhizoctonia de soja dentro de um bem suportado grupo
correspondendo com os isolados de soja do Brasil e a similaridade da seqiéncia de
nucleotideos da regido ITS1 foi de 86-100% e de 98-100% no ITS2 entre aqueles isolados. O
clado 8B compreende isolados de Lactuca sativa (Brasil), bentgrass, Beta vulgaris (Japéo),
Coleus sp, Daucus carota, (Holanda), Glycine max (Brasil) e o isolado padrdo AG1-IB
(AY154302.1). Kuramae et al. (2003), e Grosch et al. (2004), relataram, no Brasil e na
Alemanha a ocorréncia de AG1-IB causando podriddo de colo em alface. Na Alemanha, R.

solani em alface tem sido um problema crescente, 19 maiores areas produtoras tem sido
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severamente infectadas (Kofoet et al., 2001). Membros deste grupo sdo caracterizados por
infeccdo aérea, causando queima foliar em plantas de arroz, feijao e soja (Jones & Belmar,
1989) e alface (Ozawa, 1977). Isolados obtidos de grama (Agrostis stolonifera) foram
relatados desenvolvendo anéis marrons em plantas afetadas por Waitea circinata var.
circinata. Consideravel variacdo foi observada na sequéncia de nucleotideos de isolados
pertencentes a este grupo 8B, a similaridade foi de 87-98% e a similaridade de seqliéncias de
nucleotideos da regido ITS1 foi de 77-99% e de 91-98% na regido do ITS2.

Clado 9: Neste clado, ha sete grupos distinguiveis: 9A, 9B, 9C, 9D, 9E, 9F e 9G. O grupo 9A
compreende isolados de Ceratobasidium gramineum (Japdo), Ceratobasidium cornigerum
(Australia) e os isolados padrdao AGD (DQ279060) e AGDI (AB196643). O grupo 9B contém
isolados de Arachis hypogea (Brasil), Glycine max (Canada) e os padrdes AGI (DQ279064) e
AGH (DQ279065). De acordo com esse estudo, isolados de amendoim do Brasil foram mais
similares aos isolados padrdo AGH e AGI. Embora Ceresini et al. (1996) determinaram
previamente, isolados de amendoim como binucleados, mas ndo caracterizaram o grupo de
anastomose a que pertencem mas determinaram a patogenicidade daqueles isolados, mas
relataram causando sintomas de podriddo de vagem, dessa maneira, possivelmente esses
isolados podem pertencer ao grupo de anastomose AGH ou AGI. De acordo com Sneh et al.
(1991) o grupo de anastomose AGH, tem sido relatada como doencas ndo especificas e
membros do grupo AGI séo caracterizados por causar podridao de raiz em morango (Ogoshi et
al., 1979) e sendo que alguns isolados deste grupo formam associacdo micorrizicas com
orquideas. Sequéncias de nucleotideos da regido ITS apresentaram similaridade entre os
isolados pertencentes a este cluster de 67-98%. A similaridade da seqliéncia da regido 1TS1 foi
de 30-96% e 42-100% na regido ITS2 entre os isolados pertencentes a esse agrupamento. O
agrupamento 9C inclui isolados de Oryzae-sativa e os isolados padrdo AGBb (DQ279058),
AGBa (DQ279059) e AGS(AB196656). O agrupamento 9D compreende isolados de
Ceratobasidium noxium- Coffea sp. (india), Ceratobasidium pseudocornigerum-Pterostylis
mutica (Austrélia), Ceratobasidium anceps-Pteridium aquilinum. O grupo 9E inclui isolados
de Ceratobasidium cornigerum-Sarcochilus dilatatus  (Australia), Ceratobasidium
globisporum-Trichoglottis australiensis (Australia), Ceratobasidium sphaerosporum-

Pomatocalpa macphersonii (Australia). O grupo 9F contém isolados de Phaseolus vulgaris
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(Brasil), Ceratobasidium cornigerum (USA), Arachis hypogea L. (Brasil), Thanatephorus
cucumeris, Glycine max (Brasil), Fragaria sp. (Brasil), Phaseolus vulgaris (Brasil) e os
isolados padrdo AGBo (DQ279057), AGA (AB196640), AGT (AB196663) e AGK
(DQ279056). Isolados de amendoim e soja, feijdo do Brasil foram mais similares com 0s
padroes AGK e AGBo, respectivamente. Aqueles isolados foram caracterizados como
Rhizoctonia spp. binucleado, mas nao se determinou o grupo de anastomose a que pertencem
(Kuramae et al. 2002; Ceresini et al., 1996). Membros deste AGK usualmente séo isolados de
plantulas de beterraba (Uchino et al., 1983), rabanete, tomate, cenoura e cebola (Ichielevich-
Auster et al., 1985) e cereais (Roberts & Sivasithamparam, 1986), causando podriddo de
vagem de amendoim (Ceresini et al., 1996). O AGBo é caracterizado por causar manchas
agregadas da bainha de arroz (Hashioka, 1970) e queima da bainha do arroz (Oniki et al.,
1985). Isolados de morango do Brasil foram caracterizados por Nakatani et al. (2004) como
mais similares aos isolados padrdo AGA e AGBo, causando podriddo da raiz em plantas de
morango. Recentemente, foram incluidos mais isolados padrdo de anastomose que estavam
disponiveis no GenBank e estes isolados agruparam-se com o isolado AGT. Foi relatado AGT
causando podriddo de raiz em flores de corte e mini rosas (Hyakumachi et al., 2005).
Rhizoctonia spp. binucleada foi também recuperada de raiz de plantas de morango
desenvolvidas em solos ndo fumigados na regido da costa central da Califérnia e acredita-se
estar associado com o complexo da doenca AGs-A, -G, e —I causando podriddo negra da raiz
(Martin, 2000). A similaridade de sequéncias entre isolados desse agrupamento foi de 86-99%
e foi observado 75 a 99% de similaridade nas sequiéncias de nucleotideos da regido ITS1 e 85-
99% na regido do ITS2. O clado 9G compreende isolados de Solanum tuberosum (Espanha),
Smallanthus sonchifolius (Brasil), Citrullus lanatus (thunb.) Matsum & Nakai, Brasil,
Phaseolus vulgaris (Brasil) e os isolados padrdo AGG (DQ279049), AGC (DQ279046), AGL
(DQ279047) e AGO (DQ279045). Isolados de melancia, batata e yacon foram mais similares
ao isolado padrdo AGO. Isolados de Rhizoctonia spp. de melancia foram caracterizados
causando podriddo aquosa em frutos e a analise das sequéncias mostraram maior similaridade
com os isolados padrdo AGG e AGO (Ambrosio et al., 2005) no Brasil, entretanto isolados
dos EUA foram identificados como pertencentes ao grupo AG-7. Fenille et al. (2005),
identificaram isolados de Rhizoctonia de raiz de yacon e confirmaram por teste de

patogenicidade como sendo agente causal da podriddo do tubérculo. Isolados de batata da
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Espanha agruparam-se com o isolado padrdo AGO, este € o primeiro relato de Rhizoctonia
binucleada causando doenca na cultura da batata, mas este trabalho ndo inclui o teste de
patogenicidade deste isolados para relatar o sintoma na planta. Analise filogenética da
sequéncia de nucleotideos da regido ITS revelou similaridade de 94-98% e dentro da regido
ITS1 as sequéncias de similaridade foi de 92-99% e de 92-98% na regido ITS2. O grupo 9H
contém isolados de Waitea circinata, Ceratobasidium oryzae, Rhizoctonia zeae,
Ceratobasidium stevensii, Epulorhiza anaticula, Serendipita vermifera e Sistotrema

brinkmanni (“out group”). Todos os isolados desse agrupamento sdo binucleados.

6.1.1 Andlise dos clones da regido ITS1-5.8S-1TS2 gerados dos isolados CBS316.84
(Waitea circinata) e CBS569.83 (Ceratobasidium globisporum)

A analise das sequéncias dos clones da regido ITS1-5.8S-1TS2
gerados dos isolados CBS 316.84 e CBS 569.83 demonstraram a existéncia de variacdo na
regido ITS das sequiéncias desses clones. Eles apresentaram uma identidade em porcentagem,
de 94,9 a 100 % entre os clones do isolado CBS 316.84 e de 91,9 até 100 % para os clones do
isolado CBS569.83 (Tabela 3 e 4). Os numeros de 1 a 10 da tabela trés representam os 10
clones (1, 2, 3, 4, 5, 10, 11, 12, 13, 15) utilizados nesse estudo e acrescidos da terminacdo SP6
que representa o “primer” utilizado. Os nimeros de 1 a 9 da tabela quatro representam os 10
clones (21, 22, 23, 24, 25, 27, 33, 34, 35) utilizados nesse estudo e acrescidos da terminagéo

SP6, que foi o “primer” utilizado.
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Esta variacdo de identidade pode ser melhor entendida, observando-se

alguns pontos no alinhamento, onde se encontra polimorfismos de Unico nucleotideo,

insercdes e dele¢cdes de um ou mais nucleotideos (Figura 2 e 3).

155FP6
125F6
35Fe
115F&
15Fe
25P6
135F6
105SP6
SSP6
45F6

XN I I X I IJIIEIE I3 NHIE N FEFHNN AEEXXANNENE X EXNWENEXXEXXNAIXNEEEX HHEEEEXNE HHEXEX

Figura 2. Fragmento do alinhamento das seqiiéncias dos clones do isolado CBS316.84.

225F6
335F6
235F6
215F6
275F6
345F6
245F6
255FP6
355F6

FEIEIE 36 I I I W ERIHIEINENE O WEE 3* JEIEIEIEIEWHE 363636 3636 36 3 3 3 I 3 IEIE-IE I IE I E I E

Figura 3. Fragmento do alinhamento das seqiiéncias dos clones do isolado CBS569.83.

Analisando o polimorfismo das sequéncias de DNA da regido ITS

foram encontrados em determinados sitios de polimorfismo de até 7% para os clones do

isolado CBS316.84 (Figura 4) e um polimorfismo de até 4 % para os clones do isolado
CBS569.83 (Figura 5).
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Figura 4. Polimorfismo da sequéncia de DNA da regido ITS dos clones do
isolado CBS316.84

0 ' 100 ' 200 ' 300
Posicao do nucleotideo
Figura 5. Polimorfismo da sequéncia de DNA da regido ITS dos clones do
isolado CBS569.83
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Na analise da arvore filogenética dos clones do isolado CBS316.84,
observa-se a formacéo de 5 clados distintos, onde no primeiro clado estdo agrupados os clones
11SP6, 3SP6, 15SP6 e 12SP6 (Figura 6) os quais possuem identidade de 100% entre elas
(Tabela 3). No segundo e terceiro clado encontram-se os clones 1SP6 e 2SP6 que possuem
99,7 e 98,7% de identidade com o clado anterior, respectivamente. No quarto clado
encontram-se os clones 10SP6, 13SP6 e 5SP6, ambos com 100% de identidade entre si, e com
98,5% de identidades, media, com os clados anteriores. O clone 4SP6 do isolado CBS316.84
apresentou-se distante filogeneticamente. Por se tratar de um clone do isolado CBS316.84
esperava-se uma maior similaridade, visto que sua identidade variou de 94,9 a 96,8%, variacdo
aceita quando se trata de isolados distintos da mesma espécie (Gonzalez et al., 2001). Embora
ndo era esperado uma variacdo em sequéncias obtidas de um mesmo isolado, demonstrando a
existéncia de uma heterogeneidade para a regido ITS. A heterogeneidade encontrada, pode
estar correlacionada com a heterogeneidade do contetido genético dos nucleos encontrados em
cada célula. Toda et al. (2005) compararam um isolado de Rhizoctonia spp. de grama que
exibiu um sintoma diferente, com Waitea circinata var. oryzae, var. zeae, var. circinata e este
agruparam com o Waitea circinata var. circinata e foi relatado como causador da nova doenca

em gramas, ogque demonstra uma grande varia¢ao do agente causal.
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Figura 6. Cladograma obtido do alinhamento das sequéncias da regido ITS dos
clones do isolado CBS316.84 (Waitea circinata), gerado com 5000
"bootstrap”, através do método de UPGMA e modelo de substituicao

de Kimura 2.

Na anéalise dos clones dos isolado CBS569.83 podemos observar a
formacédo de trés clados (Figura 7), considerando uma linha imaginaria em 98% de identidade
temos a formacdo de dois clados distintos, sendo que o primeiro com os isolados 22SP6,
33SP6, 23SP6, 21SP6 e 35SP6, com similaridade entre estes variando de 98,6 a 100%. J& no
segundo clado agruparam-se os isolados 27SP6, 34SP6, 24SP6 e 25SP6 com uma identidade
de 100%. Na analise entre os dois clados temos que a similaridade foi de 91,9%, o que
evidencia novamente a heterogeneidade desta regido para um individuo que apresenta 2
nacleos distintos, podendo-se apresentar a hipdtese que cada ndcleo possa pertencer a um

grupo de anastomose distinto.
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Figura 7. Cladograma obtido do alinhamento das sequiéncias da regido
ITS dos clones do isolado CBS569.83 (Ceratobasidium
globisporum), gerado com 5000 “bootstrap”, através do

método de UPGMA e modelo de substituicdo de Kimura 2.

6.2 Diversidade genética de Rhizoctonia spp. através do sequiienciamento dos genes
ATP sintase subunidade 6 mitocondrial (ATP6), fator de elongacgdo 1-alpha, RNA

polimerase 2 e a regido ITS (espaco interno transcrito).

Os 44 isolados selecionados previamente, no cladograma gerado pelo
gene 1TS1-5.8S-1TS2 foram certificados quanto a amplificacdo dos fragmentos de DNA, com
os pares de “primers” ATP6, EF-la, RPB2 e ITS, algumas dessas amplificacbes estdo
apresentadas na Figura 8. Os produtos das amplificagdes tinham em média: 800pb, 500pb,
800pb, 700 gerados com os “primers” ATP6, EF-1a, RPB2 e ITS respectivamente. Apos a
amplificacdo dos fragmentos de DNA, estes foram submetidos a rea¢do de seqtiénciamento.

Os fragmentos gerados pelos respectivos pares de “primers” de cada
isolado foram unidos e obtida as sequéncias consenso, utilizando o programa computacional

SeqMan version 5.03 (DNAStar, Madison, WI, U.S.A) e quando necessarios corrigidos
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manualmente. As seqiiéncias consenso foram alinhadas pelo programa Clustal W (Thompson
etal., 1994).
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Figura 8. Padrédo de fragmentos gerados pela amplificagdo dos fragmentos de DNA de
Rhizoctonia spp., com os pares de “primers” ATP61 e ATP62, MW-Marcador
Molecular smartladder (10 kb), 1= CBS200.25, 2= ESP3, 3= SJ02, 4=SJ07, 5=TO1,
6=TO4, 7=CBS136.82, 8=CBS438.80, 9=CBS571.83, 10=CBS700.82, 11=AG1-IC,
12=AG5; TEF1-F e TEF1-R, 13= AG2-21V, 14= AG4-HGIII, 15= AGBa, 16=
CBS101.782, 17= CBS207.84, 18= ESP3, 19= SJO7, 20= SJ57, 21= TO4, 22=
CBS136.82, 23= CBS189.90, 24= AGK; RPB2-6F e RPB2- 7.1R, 25= CBS101.782,
26= SJ34, 27= AG1-IB, 28= AG3, 29= AG5, 30= AG7, 31= CBS101.782, 32=
CBS206.84, 33= CBS970.96, 34= TO1, 35= CBS154.35.
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A arvore filogenética baseada na analise “neighbor-joining” gerada
a partir das sequéncias do gene ATP sintase subunidade 6 mitocondrial (ATP6) foi capaz
de agrupar os 44 isolados em trés clados (Figura 9). No clado 1A agruparam isolados de
bracel (USA), pau-incenso (USA), algodao (Turquia) e os padrées AG6-HGI, AG7 e AG4-
HGII. Ha relatos de isolados de pau incenso como pertencente ao grupo CAG-7 (AGR)
(Gonzalez et al., 2000). O clado 1B compreende isolados de soja (Brasil) e o padrao de
anastomose AG2-21V. O clado 1C inclui isolados de margaridinha do campo (USA) e 0s
padrdes de anastomose AGE e AG1-IB. O clado 1D compreende isolados de Pittosporum
tobira (planta ornamental) (USA), junipero (USA) e o padrdo de anastomose AGP. O clado
1E apresenta isolados de soja (Brasil), tomate, trigo (Australia) e o padrdo de anastomose
AG-4HGlI, confirmando os resultados encontrados por Fenille et al. (2003) e Kuramae et al.
(2003) nas culturas de soja e tomate causando podriddo do hipocétilo. Esse grupo de
anastomose € patégeno de ampla gama de hospedeiros, de parte subterrdnea e causa
damping off e podridao de raiz em varias culturas. O clado 2A compreende isolados de
orquidea (Australia, Canada), aguapé, Serendipita vermifera ( Australia), macd (USA),
cafeeiro (India) e o padrdo de anastomose AGO. lIsolados de plantas de café foram
relatados os grupos de anastomose AG-4HGI (Sussel et al., 2001) e AG-1-1D (Priyatmojo
et al., 2001). O clado 2C inclui isolado de haste de planta de batata (USA), tremoco azul
(Japdo) e raiz de batata e os padrdes de anastomose AG9, AG3, AGA e AGBO. O isolado
da haste de planta de batata (CBS970.96) agrupou com o padrdo AG9 enquanto o isolado
de batata de raiz (CBS200.25) agrupou com o padrdo de anastomose AG3.
Tradicionalmente, AG3 é considerado um grupo homogéneo de hospedeiro especifico
(Anderson, 1982; Ceresini et al., 2002) causando cancros em raiz e brotos em batatas. No
clado 3 agruparam isolados de soja (Brasil, Canada) e os padrdes AGG e AG1-IC. Os
isolados de soja SJ57 e CBS 140.82 desse clado foram mais similares ao padrdo AGG. Ha
relatos na literatura de AGA binucleado de Rhizoctonia patogénico em soja, na China
(Yang et al., 2005).

Com base na matriz de similaridade das sequéncias do gene fator
de elongacdo 1-alpha (EF-1a) foi possivel agrupar os isolados em cinco clados (Figura 10).
No clado 1 agruparam isolados de orquidea (Canada), bracel (USA), Juncus sp. (Japéo),

haste de plantas de batata (USA), margaridinha do campo (USA), cafeeiro (India), aguapé
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(Panama) e os padrdes de anastomose AGO, AGQ, AGG, AGA, AGBO. Foram relatados
isolados de Rhizoctonia AGD, causando podriddo da haste em Juncus effusus L. var.
decipiens Buch (lkata & Yoshida, 1940). Rosa et al. (2005) relataram isolados de batata
com elevado grau de similaridade ao grupo AG4-HGI e Il, causando danos na haste e
provocando damping off. Em plantas de café foram relatados isolados do subgrupo AG4-
HGI causando les6es no colo da plantula que podem evoluir e causar o estrangulamento e
posterior morte da planta (Sussel et al., 2001). Também foi relatado Rhizoctonia solani,
AG1-ID em folhas de café com sintomas de manchas circulares ou irregulares e areas com
manchas necrdticas (Priyatmojo et al., 2001). No clado 2 encontram-se isolados de soja
(Canadé, Brasil), orquidea (Australia), maca (USA), tremocgo azul (Japdo) e os padroes
AG1-IB, AG1-IC e AG-9. lIsolados do subgrupo AG1-IC sdo caracterizados como
patdgenos de solo e causam damping off em hospedeiros como cenoura (Grisham &
Anderson, 1983), linho (Garza-Chapa & Anderson, 1966), soja e pinheiro (Parmeter et al.,
1969). Fenille et al. (2003) identificaram isolados de Rhizoctonia solani causando queima
foliar em soja como pertencentes ao subgrupo AG1-1A e causando podriddo de hipocétilo o
subgrupo AG4-HGI. O clado 3 compreende isolados de soja (Brasil), pau-incenso (USA),
teixo (USA), algoddo (Turquia), raiz de batata, trigo (Austrélia), Serendipita vermifera
(Australia) e os padrdoes AG2-21V, AGBa, AG3. Gonzélez et al.(2000) relataram isolados
de pau-incenso e teixo, pertencentes ao grupo CAG-7 (AGR) e CAG-5 (AGS),
respectivamente. Rhizoctonia solani Kihn grupo de anastomose 3 correspondendo a
doengas associadas com batata e tabaco. No clado 4 encontram-se isolados de tomate
(Brasil), soja (Brasil) e os padrdes de anastomose AG4-HGII, AG4-HGI, AG6-HGI e AGT.
Isolados de tomate em acordo com Kuramae et al.(2003) podem apresentar reacdo positiva
com os isolados padrdo AG4-HGI, HGII e HGIII. Os grupos de anastomose AG1-1A, 1-IB,
1-1C, 2, 2-2, 3, 4, 5 e 7 sdo relatados como patogénicos a soja (Nelson et al., 1996; Sneh et
al.,, 1991; Yang, 1999; Pope & Carter, 2001). O subgrupo AG4-HGI em soja €
caracterizado como causador de podriddo do hipocétilo (Fenille et al., 2003). O clado 5
inclui isolados de Pittosporum tobira (USA, ornamental), junipero (USA) e os padrdes de
anastomose binucleados AGE e AGP. Isolados de junipero e Pittosporum tobira séo
relatados como pertencentes a0 AGE (CAG-3) e AGS (CAG-7), respectivamente
(Gonzalez et al., 2000).
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No cladograma gerado pela anélise “neighbor-joining", obtido dos
44 alinhamentos das seqiiéncias dos gene fator de elongacdo 1-alpha (EF) (Figura 10), nos
clados 3, 4 e 5 foi possivel observar os agrupamentos de acordo com 0s respectivos grupos
de anastomose descritos na literatura como o isolado de soja AG2-21V (clado3), isolados de
tomate e soja AG4-HGI (clado 4) e isolados de junipero AGE (clado 5). De acordo com
este agrupamento, alguns isolados ndo foram descritos como pertencentes aos respectivos
grupos de anastomose, sendo necessario 0 aumento no numero daqueles isolados para a
confirmacdo do grupo de anastomose. Na analise geral desse gene, observou-se que 0s
isolados e os padrdes de anastomose tenderam a separar em binucleados e multinucleados
com excecdo ao padrdo de anastomose AGBa que agrupou com padrbes multinucleados
(clado 3). Através de cladogramas baseados em seqiéncias de EF-1o e mtSSU rDNA foi
possivel resolver cinco linhagens distintas de Fusarium oxysporum f sp. gladioli (Baayen et
al., 2000).
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A arvore filogenética gerada a partir das seqliéncias do gene RNA
polimerase 2 (RPB2) agrupou os 44 isolados de Rhizoctonia spp. e os padrbes de
anastomose em oito clados (Figura 11). O clado 1 compreende isolados de margaridinha do
campo (USA), tremoco azul (Japdo), soja (Brasil, Canadd), aguapé (Panamad), trigo
(Australia), Juncus sp. (Japdo), orquidea (Austrdlia, Canada), algoddo (Turquia) e os
padrdes de anastomose AGE, AGP, AGA e AGG. Em Lupinus angustifolius L. tem sido
relatado Rhizoctonia solani AG-11 causando damping-off e podriddo de hipoc6tilo nessa
leguminosa (Kumar et al., 2002). Isolados de Ceratobasidium de Juncus sp. (CBS438.80) e
orquidea (CBS569.83, CBS189.90) agruparam com os padrdes binucleados AGA e AGG.
Foi relatado isolados de Rhizoctonia AG-D, causando podridao da haste em Juncus effusus
L. var. decipiens Buch (lkata & Yoshida, 1940). O clado 2 inclui isolados de maca (USA),
Serendipita vermifera (Australia) e o padrdo de anastomose AGO. O clado 3 apresenta
isolados de bracel (USA), cafeeiro (india) e os padrdes de anastomose AGQ, AGBa e
AGBO. Em plantulas de café foram relatados isolados de Rhizoctonia solani do subgrupo
AG-4HGI causando lesdes no colo (Sussel et al., 2001) e 0 AG1-ID em folhas de café com
sintomas de manchas circulares ou irregulares e areas com manchas necroéticas (Priyatmojo
et al., 2001) mas ndo ha relatos de Rhizoctonia binucleada isoladas de plantas de café. No
clado 4 agruparam isolados de hospedeiros desconhecidos (CBS523.96; CBS207.84) e 0s
padroes AG1-IC e AG1-IB. O clado 5 compreende isolados de teixo (USA) e pau-incenso
(USA). O clado 6 apresenta isolados de Pittosporum tobira (USA, ornamental), junipero
(USA) e os padroes de anastomose AG7 e AG6-HGI. Gonzalez et al.(2000) relataram
isolados de Pittosporum pertencentes ao grupo CAG-7 (AGR). O clado 7 inclui isolados de
raiz de batata, haste de planta de batata (USA), soja (Brasil) e os padroes AG3, AG9, AG2-
21VV. Como no gene ATPG6 o isolado da haste de planta de batata (CBS970.96) agrupou com
0 padrédo AG9 enquanto o isolado de raiz de batata (CBS200.25) agrupou com o padrdo de
anastomose AG3. Tradicionalmente, AG3 é considerado um grupo homogéneo de
hospedeiro especifico (Anderson 1982; Ceresini et al., 2002) causando cancros em raiz e
brotos em batatas. O grupo AG9, por sua vez, é considerado um patdgeno fraco de parte
subterranea que pode atacar batata, couve flor e linho (Carling et al., 1987). No clado 8

agruparam isolados de tomate (Brasil) e os padroes AG4-HGI e AG4-HGII, mas esses
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isolados foram mais similares ao padrdo AG4-HGI, como relatado por Kuramae et al.
(2003).

Através da analise desse gene foi possivel separar os isolados de
Rhizoctonia spp. e os padrdes de anastomose em binucleados (clados 1, 2 e 3) e
multinucleados (clados 4, 5, 6, 7, 8), resultado similar ao gene fator de elongacéo 1-alpha
(EF), supde-se que por tratar-se de genes nucleares apresentem comportamento bastante
semelhantes. Moncalvo et al. (2000) mostraram que dados das sequéncias da mtSSU-rDNA
(mitocondrial) apresentam baixa resolucéo filogenética quando comparada com os dados do
nLSU-rDNA (nuclear).

A partir da matriz de similaridade gerada das sequiéncias da regido
do espaco interno transcrito (ITS) dos isolados de Rhizoctonia spp. foi possivel agrupar os
isolado de Rhizoctonia spp. em 5 clados (Figura 12). O clado 1 compreende isolados de
bracel (USA), Juncus sp. (Japdo), soja (Canadd), cafeeiro (India), orquidea (Austrélia,
Canada), Serendipita vermifera (Australia), maca (USA) e os padrdes AGQ, AGBa, AGA,
AGBO, AGG e AGO. Os isolados de bracel (USA) e Juncus sp. (Japdo) agruparam com 0
padrdo AGQ. Foram relatados isolados de Rhizoctonia AGD causando podriddo da haste
em Juncus effusus L. var. decipiens Buch (lkata & Yoshida, 1940). Isolados de orquidea
(CBS189.90), Serendipita vermifera (CBS572.83) e macd (CBS477.82) apresentaram
maior similaridade genética com o padrdo de anastomose AGBa. O clado 2 compreende
isolados de aguapé (Panama), soja (Brasil), Pittosporum tobira (USA, ornamental),
junipero (USA), teixo (USA), pau- incenso (USA) e os padrdes AG1-IB, AG1-IC e AGP.
Os isolados de aguapé (CBS700.82) e soja (SJ57) agruparam com o padrdo de anastomose
AG1-IB. Embora isolados de soja tenham sido relatados causando podriddao de hipocétilo
(Fenille et al., 2003), queima foliar (Fenille et al., 2003), morte de plantula (Yang et al.,
2005), como pertencentes aos grupos de anastomose AG4-HGI, AGLl-IA e AGA
respectivamente. De acordo com Carling & Sumner (1992) a clara distingdo entre os trés
grupos AGI1-IA, AGL-IB e AGI-IC ndo € possivel somente através da técnica de
anastomose. Isolados de Pittosporum tobira (CBS133.82), junipero (CBS135.82), teixo
(CBS136.82) e pau-incenso (139.82) agruparam com o padrdo de anastomose AGP.
Isolados de junipero e Pittosporum tobira sao relatados como pertencentes ao AGE (CAG-
3) e AGS (CAG-7), respectivamente (Gonzalez et al., 2000). O clado 3 inclui isolados de
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algoddo (Turquia), soja (Brasil), tomate (Brasil), margaridinha do campo (USA) e o0s
padroes AG4-HGI, AG4-HGII e AGE. Isolados de algoddo (CBS293.31), soja (SJ02),
tomate (TO-1 e TO-4) agruparam com o padrdo de anastomose AG4-HGI. No clado 4
agruparam isolados de soja (Brasil), e o padrdo AG2-21V. Os grupos de anastomose AG1-
IA, 1-1B, 1-1C, 2, 2-2, 3, 4, 5 e 7 sdo relatados como patogénicos a soja (Nelson et al.,
1996; Sneh et al., 1991; Yang, 1999; Pope & Carter, 2001). O clado 5 contém isolado de
haste de planta de batata (USA), tremoco azul (Japdo), raiz de batata, trigo (Australia) e os
padrdes de anastomose AG9, AG3, AG6-HGI e AG7. Isolados de haste de planta de batata
(CBS970.96) e tremoco azul (CBS208.84) agruparam com o padrdo AG9 enquanto
isolados de raiz de batata (CBS200.25) e trigo (CBS101.782) agruparam com o isolado
AG3, uma vez que 0 AG3 é considerado um grupo homogéneo de hospedeiro especifico
(Anderson 1982; Ceresini et al., 2002) causando cancros em raiz e brotos em batatas.

De acordo com o cladograma, observou-se que a analise das
sequéncias da regido do espaco interno transcrito (ITS) dos isolados de Rhizoctonia spp.
tendeu a agrupar os isolados de Rhizoctonia spp. e os padrbes em binucleados e
multinucleados, com excecdo dos padrGes AGP (clado 2) e AGE (clado 3). Anélises
filogenéticas da regido do espaco interno transcrito (ITS) é usual em muitos organismos,
mas para espécies do complexo Fusarium oxysporum ndo foram informativas (Baayen et
al., 2000).

Geralmente, admite-se, que com 0 aumento dos ndmeros de
caracteres na analise filogenética aumenta-se a acuracia da mesma. Mas, em muitos casos,
como o de Moncalvo et al (2000), a adicdo de dados de mtSSU-rDNA e dados de nLSU-
rDNA ndo significou melhora na filogenia, pode ser devido a combinacdo do conjunto de
dados heterogéneos e a taxa de evolugéo néo pode ser acomodada num simples modelo de

evolucéo.
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Figura 11. Cladograma gerado pela analise “neighbor-joining” obtido dos 44
alinhamentos das seqtiéncias dos gene RNA polimerase 2 (RPB2) de

isolados de Rhizoctonia spp.
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7. CONCLUSOES

Através da analise da seqliéncia da regido ITS é possivel agrupar os isolados do
Brasil, de Rhizoctonia spp. de acordo com 0s grupos de anastomose ja previamente
determinados e servem de base para a sintese de “primers” especificos de grupos de

anastomose.

Ha& variacOes de sequéncias de nucleotideos na regido ITS obtidas de clones de um
mesmo isolado demonstrando a existéncia de uma heterogeneidade nesta regido
para os isolados CBS 316.84 e CBS 569.83.

As arvores filogenéticas geradas das sequiéncias dos genes EF-1a e RPB2 separam
0s isolados e os padrdes de anastomose, aqueles que se conhece, em binucleados e

multinucleados.
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