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RESUMO

O complexo de manchas da bainha do arroz engloba trés doengas causadas por
diferentes espécies de Rhizoctonia: a queima-da-bainha (causada R. solani AG-1 IA),
a mancha agregada da bainha (R. oryzae-sativae) e a mancha da bainha (R. oryzae).
Distinguir os agentes causais € um passo critico para maneja-los eficazmente. Em
levantamento recente efetuado em cinco areas de cultivo de arroz no Vale do Paraiba,
Brasil, e nos Llanos na Colémbia, R. oryzae-sativae, o patdgeno da mancha agregada
da bainha, foi a espécie predominante em ambos os paises. Neste estudo, nosso
principal objetivo foi determinar a estrutura genética das populagdes de R. oryzae-
sativae do arroz no agroecossistema da regido do Vale do Paraiba e nos Llanos
Colombianos. Inferiu-se sobre o fluxo génico entre populag¢des do patdgeno, dentro e
entre os paises, e sobre o modo reprodutivo predominante. Nosso segundo objetivo
foi determinar o potencial de duas populagdes brasileiras de R. oryzae-sativae em
adaptar-se a espécies forrageiras do género Urochloa. Uma vez que essas espécies
de forrageiras sao cultivadas em areas adjacentes ou em rotagdo com arroz, podem
estar exercendo elevada pressdo de selegdo sobre as populagdes de R. oryzae-
sativae. Analises da estrutura genética de populagbes foram baseadas na
genotipagem de isolados de quatro populagbes do patdogeno usando cinco
marcadores microssatélites. Populagdes proximas e distantes apresentaram indicios
de fluxo génico. Evidéncias de reproducao sexuada nas populagdes do patdégeno e a
baixa fracdo clonal, indicaram a predominancia de um sistema reprodutivo
recombinante. E provavel que basidiésporos desempenhem papel mais importante no
ciclo da doenca do que se supunha anteriormente. Isolados das duas populacdes
brasileiras de R. oryzae-sativae foram patogénicos e apresentaram variacdo na
agressividade a Urochloa spp., porém com baixos indices de herdabilidade, indicando

adaptacao ainda limitada a Urochloa spp..

Palavras-chave: Complexo de doencas. Mancha agregada da bainha. Pastagem.
Sistema reprodutivo. Fluxo génico. Brachiaria.



ABSTRACT

The rice sheath-blight complex comprises three diseases caused by different
Rhizoctonia species: sheath blight (caused by R. solani AG-1 |IA), aggregated sheath
spot (R. oryzae-sativae), and sheath spots (R. oryzae). To be able to distinguish among
the causal agents is a critical step in order to manage them effectively. In a recent
survey in five rice cropping areas from the Paraiba Valley region, Brazil, and from the
Llanos in Colombia, R. oryzae-sativae (the aggregated sheath spot pathogen) was the
predominant species on both countries. In this study, our primary objective was to
determine the genetic structure of populations of R. oryzae-sativae from rice paddy
fields sampled from the Paraiba Valley and the Colombian Llanos. We inferred about
gene flow among populations within and between countries and the pathogen’s main
reproductive mode. The second objective was to infer the potential of the two brazilian
populations of R. oryzae-sativae to adapt and become pathogen of forage pastures of
the genus Urochloa. Once these forage species are intensively cropped in adjacent
areas or under rotation with rice, they might be exerting strong selection pressure on
R. oryzae-sativae populations. Population structure analyses were based on
genotyping fungal isolates from four populations of the pathogen using five
microsatellites markers. Gene flow was detected among geographically close and
distant populations. Evidences of sexual reproduction and low clonal fraction found in
the populations, indicated the predominance of a mixed reproductive system. It is
plausible that basidiospores play a more important role on the disease cycle than
previously thought. Isolates from the two brazilian populations of R. oryzae-sativae
were pathogenic and varied on aggressiveness to Urochloa spp. However, low levels
of heritability for aggressiveness were detected, indicating a yet limited adaptation to

Urochloa spp..

Keywords: Disease complex. Aggregated sheath spot. Forage pastures.

Reproductive system. Genetic flow. Brachiaria.
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1 INTRODUGAO

Rhizoctonia solani AG-1 |A emergiu no inicio de 1990 em pastagens do género
Urochloa na América do Sul, associando-se a sintomas de queima e morte de
pastagens. A emergéncia da queima das pastagens foi relatada pela primeira vez na
Colémbia, em areas de cultivo de arroz, hospedeiro altamente suscetivel, que foram
substituidas por pastagens de Urochloa (LEE; RUSH, 1983; HASHIBA; KOBAYASHI,
1996). Além de Rhizoctonia solani AG-1 IA, R. oryzae e R. oryzae-sativae foram
relatados no Brasil, constituindo o complexo de manchas e queima na cultura do arroz
(AMARAL et al., 1979; NUNES; RIBEIRO; TERRES, 2004).

Conhecer a importancia relativa das espécies de Rhizoctonia associadas ao
complexo das queimas e manchas da bainha em arroz é relevante para o manejo da
doenca que depende, basicamente, da resisténcia varietal e controle quimico
(NUNES; RIBEIRO; TERRES, 2004).

Ha auséncia de informacdo sobre a estrutura genética de populagbes de
R. oryzae-sativae associadas a mancha agregada da bainha do arroz na América do
Sul. Desconhece-se, também, se populacgdes locais de R. oryzae-sativae associadas
ao arroz, em areas adjacentes a pastagens no estado de Sao Paulo, poderiam vir a
se adaptar e emergir como patégeno de Urochloa spp.. Dessa forma, o presente
estudo teve como objetivo geral determinar a estrutura genética de populagdes de R.
oryzae-sativae do arroz no agroecossistema da regido do Vale do Paraiba, Sdo Paulo,
e nos Llanos Coldbmbianos, em Meta, usando um conjunto de marcadores
microssatélites (sequéncias simples repetidas = SSR). Os principais objetivos
especificos foram:

i. Determinar se as populagdes de R. oryzae-sativae sdo geneticamente subdivididas
ou exibem fluxo génico significativo. Baseando-se em informacao, a priori, de que
ha elevado fluxo génico entre populacbes de R. oryzae-sativae geograficamente
proximas (CHAIJUCKAM et al., 2010), nossa hipétese HO é de que nao ha
subdivisdo entre populagdes geograficas de R. oryzae-sativae do arroz do Vale do
Paraiba ou de Meta, na Colémbia.

ii. Determinar se a estrutura genética do patégeno nestas duas regides é consistente
com o de uma populagdo com modo reprodutivo recombinante. Nossa hip6tese HO
€ que a populagdo exibira um sistema reprodutivo misto, caracterizado por

cruzamento ao acaso e dispersio local de um numero pequeno de clones. Uma
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hipétese alternativa € que a populacdo € altamente assexual apresentando uns
poucos clones bem adaptados que estdo amplamente distribuidos pela regiéo.
iii. Determinar se populagdes locais de R. oryzae-sativae do agroecossistema do Vale

do Paraiba tem potencial para emergir como patégeno a Urochloa.
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2 DESENVOLVIMENTO

Na Ameérica, varias espécies de fungos dos géneros Rhizoctonia, como R.
solani AG-1 |IA (fase sexuada Thanatephorus cucumeris), R. circinata var. oryzae, R.
circinata var. zeae, R. circinata var. circinata (Waitea circinata) e R. oryzae-sativae
(Ceratobasidium oryzae-sativae), estdo associadas ao complexo de doengas das
queimas e manchas da bainha nas regides arrozeiras da Argentina (GUTIERREZ,
2007), Brasil (PRABHU et al.,, 2002; COSTA-SOUZA et al.,, 2007), Chile
(MADARIAGA; MORALES; ALVARADO, 1999), EUA (LEE; RUSH, 1983; SAYLER,;
YANG, 2007; CHAIJUCKAM; MICHAEL DAVIS, 2010) e Venezuela (MALAGUTI,
1951; CEDENO et al., 1996). Especificamente, R. solani AG-1 IA esta associada com
a queima da bainha, R. oryzae com a mancha da bainha e R. oryzae-sativae com a
mancha agregada da bainha.

No Brasil, R. solani AG-1 |IA, R. circinata e R. oryzae-sativae foram
identificados, pela primeira vez, como agentes causais das doencas da bainha do
arroz em lavouras de arroz no interior do estado de Sao Paulo em 1967 e, em seguida,
no Rio Grande do Sul em 1970 (AMARAL et al., 1979; NUNES; RIBEIRO; TERRES,
2004). Com relagéo a importancia do complexo de doengas das queimas e manchas
da bainha nas regides arrozeiras, em outros biomas tropicais fora do Brasil, séo
relatadas perdas de producédo de até 25% causadas por R. circinata e R. oryzae-
sativae em arroz (LANOISELET et al., 2001). Onde predomina a incidéncia da queima
da bainha de R. solani AG-1 IA, estimam-se perdas de até 50% da produgao (SAVARY
et al., 2000; WILLOCQUET; FERNANDEZ; SAVARY, 2000).

Conhecer a importancia relativa das espécies de Rhizoctonia associadas ao
complexo das queimas e manchas da bainha em arroz é relevante para o0 manejo da
doenca que depende, basicamente, da resisténcia varietal e controle quimico
(NUNES; RIBEIRO; TERRES, 2004). Nosso grupo de pesquisa detectou a prevaléncia
de R. oryzae-sativae, ao todo 60,5% de todos os fungos amostrados, associada ao
complexo de manchas da bainha do arroz no Vale do Paraiba, Sao Paulo, em 2013
(PEREIRA et al., 2014). O patégeno predominou do mesmo modo em duas areas de
arroz amostradas em Meta, nos Llanos colombianos, em 2011 (representando 71,2%
da amostra populacional = 52 isolados) (RAMOS MOLINA, 2012).

A auséncia de informagdes sobre aspectos relevantes da ecologia e biologia

de populagdes de R. oryzae-sativae tém contribuido para o insucesso do manejo do
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complexo de manchas da bainha do arroz (CHAIJUCKAM; MICHAEL DAVIS, 2010).
Sob o ponto de vista ecoldgico, € plausivel que na auséncia do cultivo do arroz,
R. oryzae-sativae desenvolva parte do seu ciclo em outras poaceas hospedeiras
amplamente cultivadas na América Latina, como as espécies de pastagens do género
Urochloa, anteriormente classificadas como Brachiaria (LANOISELET; COTHER,;
ASH, 2007). A sobreposicao geografica de arroz e de pastagens do género Urochloa,
tanto no Brasil quanto na Coldbmbia, € um fator importante que poderia levar
populacgdes locais de R. oryzae-sativae do arroz a adaptar-se e emergir como
patégeno de Urochloa spp..

Observagdes sobre a biologia de populagdes de fitopatdbgenos do género
Rhizoctonia feitas na ultima década sugerem que este patégeno possui alto potencial
evolutivo, podendo emergir como fitopatdégeno em novos hospedeiros, por apresentar
sistema reprodutivo misto, que inclui a reproducado sexuada e a dispersao de clones
adaptados, alto fluxo génico e tamanho populacional e diversidade genética elevados
(CIAMPI et al., 2008; BERNARDES DE ASSIS et al., 2009; GONZALEZ-VERA et al.,
2010; PADASHT-DEHKAEI et al., 2013).

Especificamente para R. solani AG-1 |IA, a compilagao de informagao sobre a
estrutura genética de populagdes revelou aspectos importantes, e até entdo
desconhecidos, da biologia do patégeno. Propds-se, por exemplo, que novos
gendtipos de R. solani AG-1 IA podem ser produzidos nos eventos de recombinagao
que ocorrem em populagdes do patdogeno durante o ciclo de crescimento do arroz
(CIAMPI, 2008). Os novos gendtipos favorecidos pela selegdo natural podem
aumentar em frequéncia, via reproducdo assexuada, dentro de cada campo,
espalhando-se como clones a curtas distancias por meio de micélio ou esclerddios, e
por longas distancias associados a sementes contaminadas, palha de arroz e
equipamentos (PADASHT-DEHKAEI et al., 2013).

Classificado como patégeno de alto potencial evolutivo, R. solani AG-1 |IA tem
emergido em novos hospedeiros via troca ou pulo de hospedeiros (BERNARDES DE
ASSIS et al., 2008; GONZALEZ-VERA et al., 2008). Mais recentemente, ha relatos
que nos Llanos orientais colombianos (RAMOS MOLINA et al., 2015) e em Rondbnia
(CHAVARRO MESA et al., 2014), R. solani AG-1 IA emergiu como importante agente
causal da queima das folhas e morte de pastagens do género Urochloa (CENTRO
INTEGRADO DE ATENDIMENTO AO TRABALHADOR - CIAT, 1993). Postula-se que
essas populacdes que emergiram em Urochloa spp. sejam originalmente populacdes
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que infectavam arroz (RAMOS MOLINA et al., 2015). Outro relato de troca de
hospedeiros, entre poaceas, na América do Sul ocorreu na Venezuela, com
populagdes de R. solani AG-1 |A de arroz, em milho (GONZALEZ-VERA et al., 2010).

Estudo recente sobre a estrutura genética de populac¢des de R. oryzae-sativae
em arroz na Califérnia, EUA, indicou equilibrio gamético para a maioria dos
marcadores microssatélites, indicando predominancia do modo reprodutivo sexual e
fluxo génico elevado entre populacdes geograficas do patégeno. O resultado foi contra
a premissa de que se predominava modo reprodutivo assexuado com dispersao do
patdgeno principalmente por esclerddios. Os autores postularam que os basididésporos
sdo, provavelmente, a principal via de fluxo génico entre populagdes, incluindo a curta
e a longa distancia (CHAIJUCKAM et al., 2010). De acordo com o modelo de risco
proposto por McDonald e Linde, estas caracteristicas colocam tanto R. solani AG-1 |A
quanto R. oryzae-sativae entre os patdégenos com maior potencial evolutivo. O manejo
desses patdogenos é baseado em fungicidas sistémicos associados ao uso de genes
maiores de resisténcia, devendo ser implementado com cuidado para evitar que tanto
os caracteres que conferem resisténcia a fungicidas quanto viruléncia sejam
transferidos as progénies por eventos de recombinacdo (MCDONALD; LINDE, 2002a;
WILLI et al., 2011).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM DE POPULACOES, PRESERVACAO E GENOTIPAGEM DE
ISOLADOS DO PATOGENO.

Os isolados utilizados neste estudo foram obtidos por amostragem de populagdes de
R. oryzae-sativae, agente da mancha agregada da bainha, em &reas de cultivo
comercial de arroz (Tabela 1 e Figura 1). No Vale do Paraiba, em SP, foram
amostradas areas de arroz em Guaratingueta, Pindamonhangaba, Roseira, Taubaté
e Tremembé, em 2013. Foi usado o sistema de amostragem por transectos lineares
compostos por seis linhas em cada area e sete a nove pontos por linha. Os isolados
de Meta, Coldmbia, foram amostrados no ano de 2011 em Puerto Loépez e
Villavicencio, seguindo a mesma metodologia de amostragem. O isolamento do
patdégeno foi efetuado em meio de cultura seletivo Ko & Hora modificado (KO; HORA,
1971), e a purificagdo de culturas por transferéncia para meio de BDA+ (batata —

dextrose — agar, Himédia, contendo 50 ug.mL-' de cloranfenicol e estreptomicina).
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Para preservagdo de culturas por longo prazo, esclerédios do fungo obtidos de
culturas crescidas em BDA+, por dez dias, foram transferidos para crio-tubos de 2 mL
contendo silica gel esterilizada. Isolados do patégeno foram também conservados em
graos de arroz parboilizado esterilizados, adicionados ao topo de culturas puras com
trés dias de idade crescidas em BDA+. O periodo de colonizagdo dos graos pelo
patogeno foi de 10 dias. Os esclerédios ou os grdos de arroz colonizados foram
transferidos para tubos contendo silica gel e armazenados em freezer a -20°C
(BERNARDES DE ASSIS et al., 2008). Neste estudo foram utilizados 44 isolados do

Vale do Paraiba e 44 isolados de Meta.

3.2 EXTRACAO DE DNA E IDENTIFICACAO DE R. ORYZAE-SATIVAE.

Micélio fungico foi produzido cultivando-se os isolados em meio liquido de batata-
dextrose (Himédia, contendo 50 ug.mL-! de cloranfenicol e estreptomicina) por cinco
dias a 25°C sob agitacdo a 75 rpm. A extragcdo de DNA de micélio fungico liofilizado
por 24 h foi efetuada utilizando-se o GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MS, Estados Unidos). Para confirmacao da identidade dos
isolados de R. oryzae-sativae, foi utilizado o teste diagndstico baseando em
iniciadores especificos para R. oryzae-sativae, R. circinata e R. solani AG-1 IA, com
as mesmas condi¢des de amplificagdo descritas por (JOHANSON et al.,, 1998;
MATSUMOTO, 2002).

3.3 GENOTIPAGEM DE ISOLADOS DE R. ORYZAE-SATIVAE.

Para responder as questdes sobre o modo reprodutivo e a diferenciagdo genética
entre populagdes do patdgeno, isolados de R. oryzae-sativae foram genotipados
usando cinco marcadores codominantes do tipo microssatélite (SSR) (CHAIJUCKAM
et al., 2010). Todos os primers (iniciadores) forward (senso) foram sintetizados para
conter uma cauda de sequéncia 5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’ (M13F). Cada loco
SSR foi marcado com fluorescéncia adicionando-se, na reacao da polimerase em
cadeia (PCR), um iniciador extra contendo sequéncia semelhante ao primer M13F e
marcado com um dos fluoréforos: 6-FAM, NED, VIC ou PET (Life Technologies, EUA)
(SCHUELKE, 2000). As reactes de PCR foram realizadas separadamente para cada
loco SSR em volume de 20 uL. Cada reacao era composta de 5 L. de DNA genémico
(a uma concentracao final de 5 a 15 ng), 2 uL de tampéao 10x, 0,4 mM de dNTPs, 0,3

MM de cada iniciador € 0,5 yM do M13F marcado com fluoréforo, 1 unidade de Taq
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polimerase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MS, Estados Unidos). Para todos os conjuntos
de primers as amplificagbes incluiram uma desnaturagao inicial por 3 min a 94°C,
seguida por 30 ciclos de desnaturagao por 35 seg. a 95°C, pareamento por 30 seg. a
55°C e elongacéao por 40 seg. a 72°C, além de uma extensao final de 8 min a 72°C.
Para deteccao por analise de fragmentos usou-se GeneScan 500 Liz como marcador
de tamanho, e as amostras foram processadas em analisador genético de DNA ABI
3700 (Applied Biosystems, Grand lIsland, Estados Unidos), de acordo com as
instrugcdes do fabricante. As analises de fragmentos de DNA foram efetuadas na
empresa Macrogen Inc. (Coréia do Sul). Os isolados COS11COL_OS5 C17 e
COSVP_GTD6 foram inclusos como controle para garantir a reprodutibilidade dos
resultados. A identificacdo dos alelos para cada marcador foi efetuada usando o

programa Geneious (Biomatters, Auckland, Nova Zelandia).

3.4 DIVERSIDADE GENOTIPICA, GENICA E DIFERENCIACAO ENTRE
POPULACOES GEOGRAFICAS.

Genodtipos multiloci foram determinados usando-se o programa GENODIVE
(MEIRMANS; VAN TIENDEREN, 2004). Isolados com o mesmo genoétipo multiloci
foram considerados como clones. Os seguintes indices de diversidade genotipica
foram determinados: i) numero de gendtipos por populagéo; ii) fragcao clonal, calculado
como 1- (numero de gendtipos diferentes) / (numero total de alelos); iii) diversidade
genotipica de Stoddart (Go) (STODDART; TAYLOR, 1988) e (iv) equitatividade
(ZHAN; PETTWAY; MCDONALD, 2003). Testou-se a significancia estatistica das
diferengcas em diversidade genotipica entre pares de populagdes usando bootstrap
(reamostragem com substituicdo), onde individuos de cada populagdo foram
reamostrados e os indices de diversidade foram recalculados e comparados apos
cada rodada, em 1 .000 permutagdes (MANLY, 1991).

Para as andlises posteriores foram usados dados corrigidos para clones,
incluindo apenas um individuo de cada gendtipo multiloci microssatélite por
populagédo. Foram determinadas: i) Diversidade genética de Nei (Hs), estimada como
n/(n-1)*(1-Yipi?), onde pi é a frequéncia observada do alelo i° (NEI, 1978); ii)
Frequéncia observada de heterozigotos dentro das populag¢des (Ho) (NEI, 1987) iii)
Riqueza alélica, estimada pela média do numero de alelos por loco (EL MOUSADIK;
PETIT, 1996) usando rarefagdo (HURLBERT, 1971), como descrito por Petit et al.
(PETIT; EL MOUSADIK; PONS, 1998). Para testar se grupos de populagdes diferiam
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quanto a diversidade génica e a riqueza alélica, foi usado o programa FSTAT versao
2.9.3.2 (GOUDET, 1995). Valores de p para significancia das diferencas observadas
entre pares de média foram obtidos por 1.000 permuta¢des usando bootstrap.

O grau de subdivisao populacional e a distribuicao de diversidade génica entre
populagdes regionais simpatricas de R. oryzae-sativae do arroz no Vale do Paraiba,
Brasil, e na Colédmbia foram avaliados com base em indices de fixacdo par-a-par
(estatistica @s1, andloga ao Fsr). A significancia dos indices de fixagao foi testada por
meio de uma abordagem n&o paramétrica com 1.023 permutagbes usando o
programa ARLEQUIN verséo 3.11 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005).

3.5 TESTE DE EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG E DESEQUILIBRIO
GAMETICO.

Visando acessar a contribui¢cao relativa da recombinagcdo para a estrutura genética
das populagdes de R. oryzae-sativae do arroz, foram investigadas associagdes dentro
e entre os locos usando testes de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e associagdes
multilocos, respectivamente. Para o teste de EHW, que examina a associacao
aleatdria de alelos dentro de cada loco, testando o ajuste das frequéncias esperadas
sob EHW (HARTL; CLARK, 1997) para cada populacao, foi empregado um teste
analogo ao teste exato de Fisher (GUO; THOMPSON, 1992). Valores de p foram
obtidos usando abordagem de MCMC, gerando uma distribuicdo exata de
probabilidade ndo enviesada por alelos raros ou tamanho amostral reduzido
(RAYMOND; ROUSSET, 1995), implementado em ARLEQUIN versdo 3.11
(EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005). Foi também calculado o coeficiente de
endogamia (Fis), segundo Weir e Cockerman (1984), para verificar se havia déficit ou
excesso significativo de heterozigotos, em relacdo as expectativas no EHW, e os
respectivos valores de p baseando-se em 1.000 permutagdes, ambos implementados
em ARLEQUIN 3.11 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005).

As associagdes entre locos foram examinadas usando como teste de
desequilibrio gamético o teste exato de Fisher (GARNIER-GERE; DILLMANN, 1992),
baseado em algoritmo MCMC, com 1.000 aleatorizagbes, usando o programa
GENEPOP verséo 3.4 (RAYMOND; ROUSSET, 1995). Dois locos foram considerados
em desequilibrio gamético, ou desequilibrio de ligacdo, quando valores de p foram
iguais ou inferiores a 0,05, apds correcao de Bonferroni para multiplas comparacgoes.

Igualmente, foi calculado o indice de Associac&o (Ia) para cada populacdo (MAYNARD
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et al.,, 1993), uma medida tradicional de desequilibrio de ligagdo multilocos. As
medidas foram testadas para significancia com 1.000 aleatorizagdes e fixando dados
perdidos, usando o programa MULTILOCUS versao 1.3 (AGAPOW; BURT, 2001),
testando-se a hipdtese nula de completa panmixia (isto €, nenhuma ligagdo entre

pares de locos).

3.6 COMPONENTES DE EVOLUTIBILIDADE PARA ADAPTACAO FENOTIPICA DE
R. ORYZAE-SATIVAE DO ARROZ A UROCHLOA SPP..
Para este estudo, foram selecionados, ao acaso, 12 gendtipos diferentes da
populacdo BRA1 de R. oryzae-sativae e 12 gendtipos diferentes da populacdo BRA2.
Foram utilizados trés gendtipos do hospedeiro: U. brizantha cv. Marandu, U. brizantha
cv. BRS Piata e U. ruziziensis. Um genotipo de arroz cv. Esmeralda foi utilizado como
controle positivo, ou seja, hospedeiro suscetivel a R. oryzae-sativae. Cada um dos
hospedeiros foi semeado em copos plasticos contendo vermiculita e um grama da
férmula 15-15-20 (NPK). Apds a germinagao, deixou-se uma planta por copo. Cada
um dos hospedeiros foi inoculado com os 24 gendtipos do patégeno, além da inclusao
de um tratamento testemunha sem inoculagdo do patogeno, totalizando 25
tratamentos. Devido ao numero elevado de parcelas experimentais por hospedeiro (N
= 250), foram conduzidos experimentos distintos para cada um dos quatro
hospedeiros testados. Cada experimento foi delineado de forma inteiramente
casualizada, com dez repeti¢cdes. Cada um dos experimentos foi repetido uma vez.

Para a produgao do inéculo, graos de arroz parboilizado e esterilizados foram
transferidos para placas de Petri contendo colénias dos isolados de R. oryzae-sativae
em meio BDA, com sete dias de crescimento. Os graos de arroz foram mantidos nas
placas por cinco dias, a temperatura de 25°C, para que fossem colonizados pelo
micélio fungico. A inoculagao foi realizada aos 23 dias apds a emergéncia de Urochloa
spp. e aos 30 dias do arroz. O indculo consistiu de um gréo de arroz colonizado, o
qual foi posicionado na base da ultima ou penultima folha, e mantido no interior de um
pequeno cone de papel. Apds a inoculagao, as plantas foram mantidas em camara-
umida, em casa de vegetacdo com temperatura diurna de 30°C (+3°C) e noturna de
25°C (x£3°C). Graos de arroz esterilizados e n&o colonizados constituiram o tratamento
testemunha.

A avaliagao dos sintomas de doenca foi realizada seis dias apds a inoculagao

dos hospedeiros, fotografando-se uma folha inoculada de cada tratamento, e
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determinando-se a area foliar doente com auxilio do software de analise de imagens
Assess (LAMARI, 2002).

Nesta etapa do estudo foram determinados: i) o efeito de duas populagdes do
patdogeno em trés gendtipos de Urochloa quanto a patogenicidade de R. oryzae-
sativae do arroz aos hospedeiros; ii) os componentes evolutibilidade (isto €, uma
medida do potencial adaptativo) do fungo para adaptar-se a Urochloa. A analise de
variancia (teste F) foi efetuada usando-se o procedimento estatistico PROC MIXED
implementado no programa SAS (SAS_INSTITUTE, 2008), analisando-se o efeito de
isolados dentro de populacdes e o efeito de populagdes.

Para analise do efeito de populagbes do patdégeno sobre os componentes de
evolutibilidade para patogenicidade a cada hospedeiro, a variancia explicada pelo
fator isolados dentro de cada populacao foi interpretada como varidncia genética (
V) e o erro experimental foi considerado como variancia ambiental (7). A variancia
fenotipica foi calculada como V,= V,+V,. Os componentes de variancia foram
determinados por procedimento estatistico implementad% no programa R. As
variancias obtidas forarr% pad%onizmadas pelo quadrado da média da agressividade dos

2

genotipos do patéogeno dentro de cada populagdo (m;, i =1..n genotipos), onde:

V,/m =1,; V,/m'=I,; e V,/m*=I,, sendo entdo consideradas medidas de
evolutibilidade ou de resposta a selegao (HBULE, 1992). A herdabilidade para o
carater agressividadg do patdgeno foi calculada como a razdo entre a variancia
genotipica (/;) e a variancia fenotipica (/,), ambas padronizadas (Ir = I + [g). O
intervalo de confianga a 95% para as estimativas de herdabilidade foram calculados
porjmeio de analise de bootstrap %rdinério ou nao-paramétrico (EFRON; TIBSHIRANI,
1993; DAVISON; HINKLEY, 1997), baseada em 999 reamostragens de dados
originais, onde em cada reamostragem obteve-se os componentes de variancias e as
respectivas herdabilidades. O bootstrap foi implementado no ambiente R
(R_DEVELOPMENT_CORE_TEAM, 2008), onde utilizou-se o0s pacotes da
distribuicdo base e o pacote “Ime4” (BATES; MAECHLER, 2010), para obter os

componentes de variancia do modelo misto considerado.
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3.7 DETERMINACAO DO iNDICE DE DIFERENCIACAO ENTRE AS POPULACOES
BRA1 E BRA2 POR CARACTERES QUANTITATIVOS (Qsr).

O nivel de diferenciagdo populacional em caracteres quantitativos (i.e Qst, que é
analogo ao Fsr) foi estimado com base em componentes de variancia genética aditiva
‘entre” e “dentro de” populag¢des, como descrito por Zhan et al. (2005), em estudo
conduzido com a espécie hapldide de fungo fitopatogénico
Mycosphaerella graminicola. Para espécies dipldides, ou organismos dicaridticos
como R. oryzae-sativae, i.e. contendo dois nucleos independentes em cada célula, o
nivel de diferenciacdo populacional em caracteres quantitativos é expresso por:
O, =d, I(d, +2d,,), onde: &£, é a variancia genética aditiva entre populagdes em
cada condigéo estudada, e df,, a variancia genética aditiva dentro de populagdes. Os
valores de Qst € 0 intervalo de confianga a 95% para as estimativas de Qst foram
calculados por meio de andlise de bootstrap implementado no ambiente R
(R_DEVELOPMENT_CORE_TEAM, 2008), com 999 reamostragens. Os valores de
Fst entre populacbdes, bem como o intervalo de confianca a 95% para a estimativa
baseado em bootstrap com 999 reamostragens, foram determinados usando-se o
programa GENODIVE (MEIRMANS; VAN TIENDEREN, 2004). Comparou-se 0s
padrées de variagao genética (Fst) em marcadores microssatélites, com variagdo em
caracteres quantitativos (Qst) para inferir sobre a importancia do efeito do processo
de selec¢ao natural atuando sobre as populagdées BRA1 e BRA2 de R. oryzae-sativae

de arroz, utilizadas neste estudo.

4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DA ESTRUTURA GENETICO-POPULACIONAL.
Todos os cinco marcadores foram polimérficos, com excegdo do marcador P36 que
foi monomorfico para a populagao COL_0OS6. Ao todo, 14 alelos foram amplificados,
com variagao de dois (P02, P07 e P33) a até cinco alelos (P20) por marcador, e média
de 2,8 alelos por loco (Tabela 2). O marcador P37, foi excluido de nosso estudo pois
nao produziu produtos de PCR, mesmo apds inumeras tentativas de otimizagao das
condi¢gdes de amplificagao.

Dentre os 88 isolados analisados, distinguiram-se 68 gendtipos multilocos

(Tabela 3). A fracao clonal foi a mesma, tanto para as populagcbes amostradas no
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Brasil, quanto na Coldbmbia, com 22% de clones. Ao todo foram compartilhados oito
gendtipos entre as duas populagdes colombianas e sete gendtipos entre as duas
brasileiras, com compartilhamento de cinco gendétipos entre o Brasil e a Coldémbia.
Nao foi constatada diferenga significativa entre as populagdes quanto a diversidade
genotipica e a equitatividade. As populagdes brasileiras tiveram os maiores valores
para a riqueza alélica, enquanto a populacdo COL_0OS6 apresentou o menor valor.
Observou-se diferengas significativas entre populagbes quanto a heterozigosidade
esperada (Hs, ou diversidade genética de Nei). A populagdo BRA1 apresentou a maior
heterozigosidade esperada (Hs = 0,49), diferindo significativamente da populagéo
COL_0S6, com a menor heterozigosidade (Hs = 0,40).

As duas populacdes brasileiras apresentaram os cinco locos em EWH (Tabela
4). Por sua vez, nas duas populagdes da Coldbmbia (COL_OS5 e COL_0OS6),
detectou-se desvio significativo em dois e um loco, respectivamente. A populagéo
COL_OS6 apresentou ainda valor significativo para o coeficiente de endogamia Fis
(0,28, p = 0,02). As demais populagbes apresentaram Fis positivo, porém nao
significativamente diferente de zero. O indice multilocos de desequilibrio gamético foi
significativo apenas para a populagdo BRA2, com um par de locos em desequilibrio.
A variagao genética entre populagdes medida pelo indice geral de fixagado @st foi de
0,055 (p =< 0,05). Nao se detectou diferenciacdo genética entre dois pares de
populacdes: BRA2 versus COL_0OS6 e BRA1 versus BRA2 (Tabela 5). Ja entre as
populagdes geneticamente diferenciadas, BRA2 e COL_OS6 foi o par com maior nivel
de diferenciagdo (&st = 0,105, p = 0,001).

4.2 AGRESSIVIDADE E ADAPTABILIDADE DE R. ORYZAE-SATIVAE A
UROCHLOA SPP..

Foram observados niveis baixos e estatisticamente semelhantes de agressividade
para ambas as popula¢des do patdégeno, em duas variedades de Urochloa spp. e em
arroz (Tabela 6, Figura 2). Por sua vez, o grupo de isolado da populagcao BRA2
apresentou, em meédia, maior agressividade a U. brizantha cv. Marandu que os da
populacdo BRA1. Em Urochloa, a agressividade dos isolados variou entre 1% e 7%
de area foliar infectada, enquanto em arroz a variagdo foi de 4,5% a 14,5%.
Detectaram-se diferengas significativas entre isolados do patégeno dentro de
populagdes nos quatro hospedeiros analisados. Entretanto, a varidncia ambiental

estimada foi relativamente maior que a variancia genética para agressividade em
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ambas as populag¢des de R. oryzae-sativae inoculadas tanto em Urochloa quanto em
arroz (Figura 3). Isso refletiu em valores de herdabilidade para agressividade a
Urochloa inferiores a 0,4 (Figura 3). Apenas a populagdo BRAZ2 do patégeno, quando
inoculada em U. ruziziensis, apresentou valor médio de herdabilidade para

agressividade de 0,5 (com variagao de % 0,05).

4.3 DIFERENCIACAO FENOTIPICA ENTRE POPULACOES BRA1 E BRA2.

Os valores de Fst entre as populagdes BRA1 e BRA2 foram significativamente
inferiores aos de Qstem U. brizantha cv. Marandu, U. brizantha cv. Piata e em arroz
cv. Esmeralda. Nao houve diferenga significativa entre os valores de Fst e Qs entre

as populacdes de isolados inoculados em U. ruziziensis (Figura 4).

5 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo da estrutura genética de populacdes de R. oryzae-
sativae do arroz no Brasil e na Colébmbia. A hipétese nula apresentada foi a de que
nao ha subdivisao entre populag¢des geograficas de R. oryzae-sativae do arroz no Vale
do Paraiba ou nos Llanos colombianos, em Meta. Em contraste, testou-se a hipotese
alternativa de que as populagdes geograficamente distantes eram geneticamente
diferenciadas, uma vez que ha relatos de correlagao entre distancia geografica e
genética na estruturagédo de populagdes de R. oryzae-sativae e também de R. solani
AG-1 IA (TAHERI; GNANAMANICKAM; HOFTE, 2007; BERNARDES DE ASSIS et
al., 2009; CHAIJUCKAM; MICHAEL DAVIS, 2010).

De fato, nenhuma diferenciacéo genética entre as duas populagdes brasileiras
foi observada, além de compartilharem gendétipos do patégeno. Desde a década de
50 do século passado, o cultivo de arroz na regido do Vale do Rio Paraiba do Sul é
feito em varzeas usando um sistema de canais e diques que interligam os diferentes
campos de arroz (PAES JUNIOR; SIMOES, 2006). O fluxo continuo de agua do
sistema de irrigacado desviada do Rio Paraiba do Sul para campos individuais de arroz
pode ter facilitado a dispersdao de esclerddios flutuantes e, consequentemente,
favorecido o fluxo génico e genotipico entre essas duas populagdes. Fendémeno
semelhante de dispersdao de R. solani AG-1 IA entre areas irrigadas de arroz
separadas por distancias de 58 a 250 km foi detectado em populag¢des do patdégeno
amostradas ao longo da bacia do Rio Yangtzé na China (BERNARDES DE ASSIS et
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al., 2009). Esclerddios de Rhizoctonia sao hidrofébicos e no inicio do cultivo, quando
as areas sao inundadas, aqueles depositados no solo flutuam, sendo dispersos pela
agua, e quando atingem uma planta de arroz, germinam préximos a lamina de agua,
infectando as bainhas e iniciam novo ciclo da doenga (MILLER; WEBSTER, 2001).
Contudo, foi detectada diferenciagdo genética entre as duas populagdes colombianas
do patégeno, que estdo distantes cerca de 90 km uma da outra. O cultivo de duas
variedades distintas de arroz (em sistemas ecoldgicos distintos de cultivo) pode ter
levado a diferenciagao local das populagdes do patégeno. Na realidade, a populagao
de R. oryzae-sativae amostrada em Puerto Lopez (COL_OS5) proveio de cultivo
predominante de variedade de arroz F-50 adaptada a condic&o de sequeiro enquanto
em Villavicencio (COL_OS6) foi amostrada de variedade de arroz Thailandia,
adaptada a condi¢des de inundacgao.

Da mesma forma, o maior valor de @st detectado refletiu diferencas de
adaptacao ecoldgica entre a populagao brasileira (BRA2) e a colombiana (COL_0S5)
de R. oryzae-sativae, porém nao se observou diferenciacdo genética significativa
entre as populagdes BRA2 e COL_0OS6, ambas de condi¢cido de cultivo inundado. A
auséncia de diferenciagado entre esse par de populagdes geograficamente distantes,
aproximadamente 4.300 km, é bastante peculiar. Poderia se especular que,
historicamente, um evento de intercambio de sementes de arroz tenha facilitado a
dispersdo involuntaria do patdgeno a longas distancias (entre paises), uma vez que
R. oryzae-sativae pode infectar sementes (GUO et al.,, 2006). Devido a grande
importancia da dispersdo do patdégeno por sementes contaminadas, medidas mais
severas de fiscalizacdo do intercambio de sementes entre paises devem ser tomadas,
além da utilizagdo de técnicas de tratamento de sementes com fungicidas para
controlar o patégeno (NUNES; RIBEIRO; TERRES, 2004). Como fluxo génico implica
no estabelecimento dos individuos migrantes na populagcédo receptora, poderia-se,
portanto, considerar que as duas populagdes de R. oryzae-sativae que trocaram
material genético no passado se adaptaram de maneira semelhante aos distintos
agroecossistemas, mantendo, assim, a similaridade genética entre as duas
populagbes (HARTL; CLARK, 1997). Eventualmente as populagbes BRA2 e
COL_0OS6 poderiam se diferenciar por efeito de deriva genética ou por selegéo natural
(HARTL; CLARK, 1997).

Acerca da agressividade das populagdes de R. oryzae-sativae oriundas do

arroz a Urochloa spp., foram observados, em média, baixos niveis de doenca. A
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agressividade média dos isolados variou entre 1% de area foliar infectada para a
populacdo BRA1 em U. brizantha cv. Piatd e 7% para a populagdgo BRA2 em U.
brizantha cv. Marandu, indicando processo ainda inicial de troca de hospedeiros, com
adaptacao patogénica incipiente (KOHN, 2005). Embora com baixas taxas de
agressividade, foram observados sintomas da doenga na base das folhas de todas as
variedades de Urochloa (Figura 5). Dessa maneira, na auséncia de plantas de arroz,
R. oryzae-sativae poderia infectar pastagens de Urochloa e permanecer na area de
cultivo, mantendo os niveis de indculo para as proximas culturas de arroz
(WILLOCQUET; FERNANDEZ; SAVARY, 2000).

Sobre a adaptabilidade das duas populagdes de R. oryzae-sativae a Urochloa,
estimada por meio de medidas de evolutibilidade para o carater, observou-se baixos
valores de herdabilidade para agressividade. Adicionalmente, os valores para a
variagao ambiental foram superiores aos valores da variagdo genética em U. brizantha
cv. Marandu e U. brizantha cv. Piata, indicando maior efeito de plasticidade fenotipica
na variagao da agressividade das duas populag¢des de R. oryzae-sativae (DYBDAHL,;
KANE, 2005). Entretanto, valor de h? considerado moderado (WILLI et al., 2011) foi
observado para a herdabilidade média da populagdo BRA2 (h? = 0,5 + 0,05), quando
inoculada em U. ruziziensis. Logo, a agressividade dessa populagdo do patégeno
possui base genética, o que permitiria a transferéncia dessas caracteristicas as
progénies de R. oryzae-sativae, gerando risco de emergéncia do patégeno adaptado
a Urochloa.

No Vale do Paraiba, o agroecossistema predominante de cultivo de arroz é
constituido por ambientes homogéneos, grandes areas com um mesmo genotipo de
hospedeiro e muitas vezes sucessao da cultura do arroz por pastagens de Urochloa
(DEVIDE, 2013). Esse modelo de paisagem ecoldgica apresenta caracteristicas que
acelerariam o potencial evolutivo de fitopatégenos, geralmente pelo favorecimento de
genodtipos do patdbgeno  mais especializados, neste caso, a Urochloa spp.
(MCDONALD, 2014). Monitoramento e detecgdo prévia de patdogenos recém
emergidos sao medidas preventivas que ajudariam a evitar prejuizos com eventos de
emergéncia de novas doengas de plantas (STUKENBROCK; MCDONALD, 2008).

Quanto a natureza predominante da pressdo de selecido nas populagdes
avaliadas de R. oryzae-sativae, os valores de Fst foram comparados aos valores
obtidos de Qst. O indice Qst mede a diferenciagao entre populagdes para caracteres

quantitativos. Logo, ao se comparar os valores de Fst e Qst trés cenarios sao
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possiveis: i) Valores de Qs estatisticamente iguais aos de Fst indicam a ocorréncia
de neutralidade; ii) Valores de Qst superiores aos de Fsr indicam selegcéo
diversificadora para a agressividade a Urochloa, enquanto valores de Qst menores
aos de Fstindicam que a selegao atuante sobre o patdégeno seria predominantemente
estabilizadora (YANG; YEH; YANCHUK, 1996; MERILA; CRNOKRAK, 2001; ZHAN et
al., 2005; STEFANSSON; MCDONALD; WILLI, 2014). No presente estudo aceitamos
a hipotese de evolugao neutra para agressividade na comparagao entre os niveis de
divergéncia das populagdes quando inoculadas em U. ruziziensis, pois os valores de
Fst e Qst foram significativamente similares. Todavia, a correspondéncia significativa
entre os indices Qst € Fst ndo indica, necessariamente, auséncia de selegdao, mas
também que os efeitos da sele¢ao sobre o carater avaliado ndo podem ser separados
daqueles causados pela deriva genética (MERILA; CRNOKRAK, 2001; ZHAN et al.,
2005). Por sua vez, foi observado indicio de selecdo diversificadora sobre as
populagdes do patdogeno quanto a agressividade em U. brizantha cv. Marandu, U.
brizantha cv. Piatd e em arroz cv. Esmeralda, hospedeiro de origem das populacdes
de R. oryzae-sativae. O predominio de selec¢do diversificadora para a agressividade
provavelmente indica maior capacidade de adaptagédo de gendtipos do patdogeno aos
hospedeiros, sugerindo a selecao de fendtipos extremos de R. oryzae-sativae nestes
hospedeiros (ZHAN et al., 2002).

Foi testada também a hipdtese de que as populagdes exibiriam um sistema
reprodutivo misto, caracterizado por recombinagao, por cruzamentos sexual ao acaso,
e dispersao local de um numero pequeno de clones do patdégeno. A evidéncia de
equilibrio de Hardy-Weinberg e equilibrio gamético entre pares de locos das
populagdes utilizadas no presente estudo sdo indicios de reprodugdo sexual
ocorrendo tanto nas populagdes do Vale do Paraiba, quanto de COL_0OS5, em Meta.
Associando-se a fracado clonal média de 22%, temos indicacdo da ocorréncia de um
sistema reprodutivo misto em trés das quatro populacdes. Apenas para a populacao
COL_0OS6 detectou-se indice de endogamia positivo e significativo, indicando que o
desvio do EHW observado na populacdo foi devido a excesso de homozigotos
(TAYLOR; JACOBSON; FISHER, 1999). Para esta populagéo, em especial, 0 excesso
de homozigotos decorreu da condicdo monomorfica de um unico marcador em
particular (P36), condigao tipica de populagdes recém fundadas (HARTL; CLARK,
1997).
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Sob o ponto de vista do ciclo biolégico, R. oryzae-sativae € considerado um
patdogeno monociclico, pois infecgbes secundarias sio limitadas, e esclerodios s&o os
in6culos iniciais da doenga em novos cultivos de arroz (MILLER; WEBSTER, 2001).
Entretanto, a formagéo de basidiésporos pela fase sexuada Ceratobasidium oryzae-
sativae foi descrita na Califérnia (GUNNELL; WEBSTER, 1987). Evidéncia recente
baseada em analises genético-populacionais sugere que a fase sexuada possui maior
importancia para o desenvolvimento da doenga do que assumido anteriormente
(CHAIJUCKAM et al., 2010). Muito embora a fase sexuada do patégeno néo tenha
sido descrita no Brasil ou na Colémbia, as evidéncias genético-populacionais obtidas
em nosso estudo indicam a importancia dos basidiésporos de C. oryzae-sativae
contribuindo para o ciclo biolégico do patdbgeno nos respectivos agroecossistemas do
arroz.

As populagdes avaliadas no presente estudo apresentaram alta diversidade
genotipica, associagdo entre reprodugdo sexuada e geragdo de clones e baixa
diferenciagao entre populagdes proximas e também distantes. Segundo o modelo de
risco proposto por MCDONALD; LINDE (2002b), as popula¢des de R. oryzae-sativae
estariam classificadas como de alto potencial de risco evolutivo, o que deveria ser
considerado ao se conduzir programas de melhoramento de variedades de arroz.

A diversidade genética encontrada nessas populagcées de R. oryzae-sativae,
intrinsicamente associada ao seu potencial evolutivo, pode resultar em variagao
quantitativa para adaptacéo a novos hospedeiros. Para evitar que eventual mudancga
de hospedeiro do arroz para Urochloa spp. venha a se efetivar, seria recomendado
que a rotagéo destas espécies de forrageiras com o arroz fosse minimizada e incluisse
outras espécies filogeneticamente mais distantes. A gama de hospedeiros de R.
oryzae-sativae parece ser ainda restrita ndo incluindo, por exemplo, fabaceas como a
soja (CHAVARRO MESA et al., 2014).

Variagao quantitativa na redugéo da sensibilidade a fungicidas também poderia
ocorrer nessas populagdes do patdgeno. Resisténcia a fungicidas em Rhizoctonia do
arroz ja foi relatada e representa uma preocupacao para o manejo, especialmente da
queima-da-bainha causada por R. solani AG-1 IA (CASTROAGUDIN et al., 2013). No
Brasil, ndo existem fungicidas registrados para manejo quimico da mancha agregada
do arroz, sendo o manejo da doenca feito de forma indireta, uma vez que o alvo do
controle é a queima (R. solani AG-1 IA) ou a mancha da bainha (R. oryzae) (AGROFIT,

2014). Como os fungicidas recomendados para o controle de R. solani e R. oryzae
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sdo considerados de grupos de médio a alto risco para desenvolvimento de resisténcia
(estrobirulinas e triazdis), a utilizagdo destes fungicidas em larga escala nas areas de
arroz exigiria a adocgao de estratégias anti-resisténcia (AGROFIT, 2014; MCDONALD;
LINDE, 2002b).

6 CONCLUSAO

As populagdes de R. oryzae-sativae apresentam sistema reprodutivo misto.

Populag¢des geograficamente proximas ou distantes apresentaram fluxo génico,

provavelmente por intercambio de sementes infectadas de arroz, entre paises.

As duas populagdes de R. oryzae-sativae do Brasil apresentaram
patogenicidade e variagdo na agressividade a Urochloa spp., porém com baixos

indices de herdabilidade indicando ainda, baixa adaptacao a Urochloa spp..
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Tabela 1- Populagdes de R. oryzae-sativae de arroz amostradas em Sao Paulo, Brasil e Meta,

Colémbia.
Paises, estados e Hospedeiro Populacao Isolados Ano de
municipios genotipados coleta
Brasil
Sao Paulo
Pindamonhangaba Arroz cv. Puita BRA1 21 2013
Guaratingueta Arroz cv. Puita 2013
Arroz cv. EPAGRI 117
Taubaté Arroz cv. Puita 2013
Tremembé Arroz cv. Puita 2013
Roseira Arroz cv. EPAGRI 117 BRA2 23 2013
Colbmbia
Meta
Puerto Lépez Arroz cv. F-50 COL_0OS5 26 2011
Villavicencio Arroz cv. Thailandia COL_0OS6 18 2011

Fonte: Elaboracéo do proprio autor.



Tabela 2- Primers microssatélites utilizados no presente estudo.

Locos Sequéncia do primer (5-3’) Motif Tamanho de N° de alelos
fragmento dos
produtos
amplificados (pb)
P02 F: ACGTCGTCGAGGAATTCTGT TG 136 — 140 2
R: ACGTGGAACCCCAGACATAG
P07 F: CGCTGACTTTGGTGAGCATA CT 175 -177 2
R: AAAACAACCGATCCAGTGCT
P20 F: CACAGGGTGACTACGGCAAC GGC 90 - 114 5
R: GTAGCTCCCTCCATAGCCG
P33 F: CGTGTCTCGTACGTCTGCAT CCGC 187 -202 2
R: GCTGACAGGGCTATCATTGG
P36 F: TACCCTTTGGGTTTGAGACG CG 177 — 181 3

R: TGCTGGTTATTCTCTGCACG

Fonte: Elaboracao do proprio autor
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TABELA 3- Medidas de diversidade genotipica e génica em populag¢des de Rhizoctonia oryzae-sativae da Coldmbia e do Brasil.

Populagao Tamanho Numero de Genotipos sitio- Diversidade Fragéo Equitatividade ¢ Riqueza Ho o f Hs &9
Amostral (N) genatipos especificos @ genotipica de clonal alélica © ¢
Stoddart
(Go)>:©

Colémbia
COL_0S5 26 18 13 (5) 14,69 a 0,30 0,816 2,38 ab 0,43 a 0,46 ab
COL_0S6 18 16 9(7) 14,72 a 0,11 0,920 2,00 b 029 b 0,40 b
Total na Coldmbia 44 34 26 (8) 0,22
Brasil
BRA1 21 17 13 (4) 12,60 a 0,19 0,741 259a 0,40 ab 0,49 a
BRA2 23 17 12 (5) 14,29 a 0,26 0,841 2,58 a 0,46 a 0,47 ab
Total no Brasil 44 34 27 (7) 0,22
Total geral 88 68 0,22

@ Numero de gendtipos compartilhados com outras populagbes sao exibidos entre parénteses

b Diversidade genotipica de Stoddart, calculada segundo Stoddart e Taylor (1988)

¢ Médias seguidas da mesma letra ndo sao significativamente diferentes (p > 0,05), segundo teste de bootstrap entre pares de populagbes, para diferengas em
indices de diversidade clonal, com 1.000 permuta¢des, usando sub-amostragens para equiparar ao tamanho da menor populagao

4 Go nivelado pelo numero maximo de genétipos esperados; um valor de equitatividade igual a 1,0 indica que todos os genétipos tiveram freqiiéncias
idénticas na populagao

¢ As comparacgdes entre médias da riqueza alélica (com rarefacdo, baseando-se numa amostra de 13 individuos dipléides), frequéncia observada de
heterozigotos e diversidade genética de Nei foram efetuadas utilizando-se o programa FSTAT versao 2.9.3.2 (Goudet, 1995), baseado em 1.000
permutagdes; médias seguidas da mesma letra ndo sao significativamente diferentes (P > 0,05)

fFrequéncia observada de heterozigotos dentro das populagbes

9Diversidade genética de Nei (ou heterozigosidade esperada) calculada como média entre todos os locos e corrigida pelo tamanho amostral (Nei, 1978)

Fonte: Elaboracao do préprio autor
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TABELA 4- Testes para associagao aleatdria de alelos em cada loco e entre pares de locos nas populagdes de Rhizoctonia oryzae-sativae na
Colébmbia e Brasil.

2N corrigido Numero de Numero e proporcéo de pares de
Populagdo para clones locos em EHW 2 Fis P p In° p locos em desequilibrio gamético ¢
Colébmbia
COL_OS5 36 3/5 0,06 0,32 -0,02 0,69 0/10 0,00
COL_OS6 32 3/4¢ 0,28 0,02 0,05 0,11 0/6 © 0,00
Brasil
BRA1 34 5/5 0,18 0,05 0,00 0,47 0/10 0,00
BRA2 34 5/5 0,02 0,46 0,08 0,02 1/10 0,10

aTeste de EHW executado de acordo com um teste exato analogo ao teste exato de Fisher (Guo; Thompson, 1992). Valores de P obtidos usando o método
de cadeias Markov Monte Carlo (MCMC), gerando uma distribuicdo exata de probabilidade n&o enviesada por alelos raros ou tamanho amostral reduzido,
implementado em ARLEQUIN verséo 3.11, a p £ 0,05, apds ajuste de Bonferroni para multiplas compara¢des (BONFERRONI, 1935)

b indice de endogamia (Fis) e respectivo valor de p determinados usando-se o programa ARLEQUIN vers&o 3.11

¢ Ia € um indice de desequilibrio multilocos. Valores de significancia determinados pelo programa MULTILOCUS versé&o 1.3 (Agapow, 2001), testando-se a
hipotese nula de completa panmixia (ou seja, de nenhuma ligagao entre pares de locos), com base em 1.000 aleatorizagbes

d Teste exato de Fisher (GARNIER-GERE; DILLMANN, 1992), usando o programa GENEPOP versao 3.4 (Disponivel online do Laboratiore de Genetique et
Environment, Montpellier, France), a p < 0,05, apos ajuste de Bonferroni (1935) para multiplas comparagdes

¢ Loco P36 foi monomoarfico

Fonte: Elaboragao do proprio autor



TABELA 5- Medidas de diferenciacido entre populagdes de Rhizoctonia

oryzae-sativae da Colémbia e do Brasil, baseadas em Fsr?.

Populacéo COL_0OS5 COL_0OS6 BRA1
COL_0Ss5 -
COL_0Os6 0.075 -
BRA1 0.054 0.057 -
BRA2 0.105 0.006 © 0.021°

@ Distancias medidas como a soma do quadrado das diferengcas em
tamanho entre dois haplotipos, de acordo com Slaktin (Slatkin, 1995).
®Valores nao-significativos (p < 0,05), testado usando abordagem nao-
paramétrica (EXCOFFIER et al., 1992), com base em 1.023 permutacdes
Fonte: Elaboracéo do proprio autor
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TABELA 6- Modelo linear geral para teste dos efeitos de populagéo e isolado (dentro de

populagdo) para agressividade de R. oryzae-sativae em trés gendtipos de

Urochloa spp. e em arroz.

Fonte GL QM  F calculado p

U. brizantha cv. Marandu Populagao 1 75.51 3.28 0.083Ns
Isolado (Populagdo) 22  23.02 4.62 <0.0001***
Erro 207 4.98

U. brizantha cv. Piata Populagido 1 3165 2.39 0.136NS
Isolado (Populagédo) 22 13.22 3.09 <0.0001***
Erro 207 4.28

U. ruziziensis Populagéo 1 1.67 0.10 0.756 NS
Isolado (Populacdo) 22 16.91 5.54 <0.0001***
Erro 207 3.05

Arroz cv. Esmeralda Populacao 1 317.56 4.43 0.0471*
Isolado (Populacdo) 22 71.76 3.20 <0.0001***
Erro 207 22.39

***Significativo pelo teste F a p < 0.001 e nao significativo (NS). O experimento foi repetido

uma vez, reproduzindo os mesmos padroes de diferencas detectados neste experimento.

Fonte: Elaboracéo do proprio autor
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FIGURA 1- Populagdes geograficas de Rhizoctonia oryzae-sativae de arroz amostrados nos
Llanos da Colombianos (Departamento de Meta, Colombia) ou no Vale do Paraiba (Sao
Paulo, Brazil). A latitude (sul-norte) e longitude (oeste-leste) sdo indicados no mapa.
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FIGURA 2- Agressividade das populagcbées BRA1 e BRA2 de Rhizoctonia oryzae-sativae em
trés cultivares de Urochloa spp. e arroz cv. Esmeralda. Médias seguidas de mesma letra n&do

sdo significativamente diferentes por contrastes de médias de grupos de isolados a p < 0.05.
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FIGURA 3- Componentes de evolutibilidade (Vg = varidncia genética, Ve = variancia
ambiental, ambas padronizadas) e herdabilidade h? para agressividade a U. brizantha cv.
Marandu, U. brizantha cv. Piata, U. ruziziensis e arroz cv. Esmeralda, como resposta a duas
populagbes de R. oryzae-sativae obtidas de arroz no Vale do Paraiba, SP. *

* Os diagramas de caixas (boxplots) contém a linha da mediana aproximadamente em seu centro e
50% dos dados (entre os quartis 25 e 75%) gerados por bootstrap considerando 999 reamostragem.
As barras verticais indicam os valores maximos e minimos observados e os circulos os valores atipicos.
O entalhe marca o intervalo de confianca de 95% para as medianas. Se os entalhes de dois diagramas
nao se sobrepdem, podemos assumir no (nivel de significancia de 0,05) que as medianas séo

diferentes.
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FIGURA 4- . Contraste entre Fst e valores de Qst das populagcdes BRA1 e BRA2 para
agressividade de Rhizoctonia oryzae-sativae a Urochloa brizantha cv. Marandu, U. brizantha
cv. Piata, U. ruziziensis e arroz cv. Esmeralda. *

* Os diagramas de caixas (boxplots) contém a linha da mediana aproximadamente em seu centro e
50% dos dados (entre os quartis 25 e 75%) gerados por bootstrap considerando 999 reamostragem.
As barras verticais indicam os valores maximos e minimos observados e os circulos os valores atipicos.
O entalhe marca o intervalo de confianca de 95% para as medianas. Se os entalhes de dois diagramas

nao se sobrepdem, podemos assumir que as medianas sao diferentes (nivel de significancia de 0,05).
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FIGURA 5- Sintomas de Rhizoctonia oryzae-sativae em (A) Urochloa
brizantha cv. Marandu; (B) U. brizantha cv. BRS Piata; (C) U. ruziziensis; (D)

arroz cv. Esmeralda.

Fonte: Elaboragao do préprio autor
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