UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

A ORIGEM DE POPULAGOES EMERGENTES DO
PATOGENO DA QUEIMA-DA-FOLHA (Rhizoctonia solani
AG-1 1A) DA Urochloa SPP. NA AMAZONIA E SEU
POTENCIAL DE ADAPTAGCAO A OUTROS
AGROECOSSISTEMAS BRASILEIROS

Edisson Chavarro Mesa
Bidlogo

2015



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

A ORIGEM DE POPULAGOES EMERGENTES DO
PATOGENO DA QUEIMA-DA-FOLHA (Rhizoctonia solani
AG-1 IA) DA Urochloa SPP. NA AMAZONIA E SEU
POTENCIAL DE ADAPTAGAO A OUTROS
AGROECOSSISTEMAS BRASILEIROS

Edisson Chavarro Mesa

Orientador: Prof. Dr. Paulo Cezar Ceresini

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias - Unesp, Campus de Jaboticabal, como
parte das exigéncias para a obtencdo do titulo de
Doutor em Agronomia (Genética e Melhoramento de
Plantas)

2015



Chavarro Mesa, Edisson.

C5120 A origem de populagdes emergentes do patégeno da queima-da-folha
(Rhizoctonia solani AG-1 IA) da Urochloa spp. na Amazonia e seu potencial de
adaptacdo a outros agroecossistemas brasileiros / Edisson Chavarro Mesa. --
Jaboticabal: [s.n.], 2015

X, 127 p. :il.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista. Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinaria. Especialidade: Agronomia (Genética e Melhoramento
de Plantas), 2015

Orientador: Paulo Cezar Ceresini

Banca Examinadora: Daniel Augusto Schurt, Alessandra Alvez de Souza,

Antonio de Goes, Tiago Santana Balbuena

Inclui bibliografia

1. Rhizoctonia solani AG-1 IA. 2. Origem de patégenos emergentes.
3. Fluxo génico. 4. Adaptabilidade evolutiva. 5. Etiologia. 6. Filogenia.

CDU 631.52:519.2

Ficha catalografica elaborada pela Segdo Técnica de Aquisi¢do e Tratamento da Informacgdo -
Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de Jaboticabal.



AYA
AV

~ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE JABOTICABAL
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS DE JABOTICABAL

unesp

CERTIFICADO DE APROVAGCAO

TITULO: A ORIGEM DE POPULAGCOES EMERGENTES DO PATOGENO DA QUEIMA-DA-FOLHA
(Rhizoctonia solani AG-1 IA) DA Urochloa SPP. NA AMAZONIA E SEU POTENCIAL DE ADAPTAGAO
A OUTROS AGROECOSSISTEMAS BRASILEIROS

AUTOR: EDISSON CHAVARRO MESA
ORIENTADOR: Prof. Dr. PAULO CEZAR CERESINI

Aprovado como parte das exigéncias para obtengéo do Titulo de DOUTOR EM AGRONOMIA
(GENETICA E MELHORAMENTO DE PLANTAS) , pela Comissdo Examinadora:

Prof. Dr. PAULO CEZAR CERESINI

Departamento de Fitossanidade, Engenharia Rural e Solos / Faculdade de Engenharia de Ilha
Solteira

Dt

Prof. Dr. DANIEL AUGUSTO SCHURT
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria / Boa Vista/RR

qu@’m 1)/\ o{l \pv(
Profa. Dra. ALESSANDRA ALVES DE SOUZA
Instituto Agrondmico de Campinas / Cordeiropolis/SP

/\JLJUL = %E
Prof. Dr. ANTONIO DE GOES

Departamento de Fitossanidade / Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal

Wi

Prof. Dr. TIAGO SANTANA BALBUENA
Departamento de Tecnologia / Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias de Jaboticabal

Data da realizagao: 30 de margo de 2015.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Edisson Chavarro Mesa - nascido em 9 de novembro de 1978, em Bogota -
Colémbia. E bidlogo formado em 2005 pela Universidad INCCA de Colombia.
Concluiu o mestrado em Ciéncias Agrarias com énfase em Fitopatologia pela
Universidad Nacional de Colombia, em 2012. Em marco de 2012 iniciou o
Doutorado em Agronomia, area de Genética e Melhoramento de Plantas na
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - FCAV - Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), Campus de Jaboticabal, com bolsa
de estudo de doutorado outorgada pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo - FAPESP. Executou sua tese na UNESP no Campus de
llha Solteira - Departamento de Fitossanidade, Engenharia Rural e Solos,
orientado pelo professor Dr. Paulo Cezar Ceresini, durante o periodo de margo
de 2012 a abril de 2015. Entre os anos de 2003 a 2012 trabalhou no Instituto
Colombiano Agropecuario - ICA na area de diagnostico e caracterizagao

molecular de fitopatégenos.



A meus filhos, Samara Chavarro Perez e Tomas Chavarro Perez, com todo

meu amor porque vocés sdo minha luz

DEDICO

A Minha mae Alba Leonor Mesa Espinoza
A Minha esposa Adriana Y. Perez Barragan

Minha fortaleza vem de vocés

OFEREGO

Vi



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Paulo Cezar Ceresini pela orientagdo, ensinamentos, amizade e
oportunidade de realizar este trabalho. Pelas valiosas contribui¢des nesta tese

e em minha formagao professional.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sao Paulo - FAPESP, pela
concessao de auxilio a Pesquisa (2011/50150-3) e bolsa de Doutorado
(2011/23050-8) e ao CNPq pela concessdo de auxilios (481756/2010-8,
485244/2012-8 e 454543/2013-1) e de bolsa de Pesquisador Pqg2

(307361/2012-8).

A Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal (FCAV), e
llha Solteira (DEFERS) pelo agradavel convivio e ensinamentos
proporcionados. A todos os funcionarios que me acompanharam nesta

caminhada.

Aos membros da banca pertencentes a UNESP-FCAV, Prof. Dr. Antonio de
Goes e Prof. Dr. Tiago Santana Balbuena, e aos membros externos, Dra.
Alessandra Alves de Souza (APTA/IAC) e Dr. Daniel Augusto Shurt (EMBRAPA

Roraima), pelas contribui¢cdes nesta tese.

Ao Dr. Daniel A. Shurt da EMBRAPA Roraima pela colaboracdo na

amostragem e acolhimento na cidade de Boa Vista.

A Lina Maria Ramos Molina, pela mensagem fundamental no inicio desta

caminhada.

Ao Danilo Augusto Pereira, pela valiosa amizade: vocé € um amigo de verdade,
meu irmao.

Vii



Aos integrantes do Laboratorio de Fitopatologia UNESP - Ilha Solteira: Nadia
Poloni, Juliana Reges, Vanina Castroagudin, Izabela Lopes, Samara Campos,
Samanta Oliveira, Adriano Dorigan, Matheus Negrisoli, Mauro Pegolo e Diego

Feitosa, pela amizade e companheirismo.

A meus amigos de llha solteira e Jaboticabal: Flavio Franzin, Lucas Marteli,
Bruno Souza, Ismael Junior, Réges Fialho, Leonardo Webertom e Leandro
Bomfim, Fernando Hernadez, Jhonathan Aziel, Leonardo Oliveira, Ricardo
Tomas, Donisete Concalves, Julio Spada, Vinicius Guissi, Fabio Ramos,
Marcos Moreira, Vinicius Tabet, Elis Pinhero, Joaci Cazari, Clissia Oliveira,
Junior Cazari, Camilo Carranza, Augusto Rueda, Frank Ibarra, Mauricio
Cabrera, Jorge Ibarra, Julian Ramirez, Hugo Ruiz, Sergio Guarin, Patricia
Lopez, Johana Cano, Paola Lopez, Juan Caicedo, Sonia Villamizar, Dora Tovar
e Angela Nifio. Obrigado. Vocés fizeram meus dias mais alegres quando longe

de meu pais.

A todos que, de alguma forma, contribuiram e me ajudaram, meus sinceros

agradecimentos.

A DEUS.

viii



SUMARIO

RESUMO ..ottt ettt ettt se et eae s e teae s st sn et tenn s 1
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt e et ae et et s e s et an et et ess s e teae s eaetenn e, 3
CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS ........oovieeeeeeeeeeeeeeeee e 5
REFERENCIAS ...ttt ettt ae et e et nete s eaenanis 11

CAPITULO 2 — A ETIOLOGIA DE DOENCAS CAUSADAS POR FUNGOS DO
GENERO Rhizoctonia EM CULTURAS SIMPATRICAS DE ARROZ, Urochloa
brizantha, FEIJAO-CAUPI E SOJA NA AMAZONIA, NOS CERRADOS

BRASILEIROS E NAS VARZEAS DO VALE DO
PARAIBA. ...ttt ettt ettt et e et ettt et e et e e neereeteeaens 15
Y=V TR 15
ABSTRACT ...oitiieieeeeeteteee e ettt s s et et e ettt e s s et et et etet et et et een s s es et e teenteseenenn s 16
INTRODUGAOD ..ottt s ettt ae et aneaenen, 17
MATERIAL E METODOS ....ocoovieieieeeeeeeeceee e et n s st eesnenes st 19
RESULTADOS. ...ttt s sttt n s sttt et en s s essenaneeseeenn s s anannens 23
DISCUSSAOD ...ttt ettt ettt e ettt te et ne e neeannen, 26
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ae et en et asete s etenanes 31
TABELA E FIGURA ..ottt n sttt nen s 38

CAPITULO 3 — ORIGIN OF EMERGING POPULATIONS OF THE LEAF BLIGHT
AND COLLAR ROT PATHOGEN Rhizoctonia solani AG-1 IA ON UROCHLOA
PASTURES FROM BRAZILIAN AMAZON AND COLOMBIAN
L AN O S e 54

AB S T R A T e 95



INTRODUGCTION ..t e s 56

MATERIALS AND METHODS ... 60
RESULT S et a e 67
DISCUSSION. ..ttt e ettt r e e e e e e e e e aeeeeeenrnnanees 71
ACKNOWLEDGMENTS ..ot 76
LITERATURE CITED ..coeeiiiiiiiiie ettt 76
TABLES AND FIGURES ... 88

CAPITULO 4 — EVOLUCAO ACELERADA DAS ENZIMAS DEGRADADORAS DE
PAREDE CELULAR DE PLANTAS EXPLICAM A ADAPTACAO CONTEMPORANEA
DO FUNGO Rhizoctonia solani AG-1 IA EM DISTINTOS HOSPEDEIROS

................................................................................................................................ 99
RESUMO ..ottt ettt s ettt n s an st sttt eeeen s s s aaen, 99

ABSTRACT ..ottt es ettt e s s et ettt ea s st ettt ee s s s aneseaneneeees 100
INTRODUGAOD ...ttt et nneaeneetens 101
MATERIAL E METODOS .....cooviuieeeeeieeeeeteeee et en st en s s, 104
RESULTADOS E DISCUSSAO.........c.cocieieeeeeeeeeeeeeeeeeeseeteeeses e eseennenenenen, 107
CONCLUSODES. ...ttt es ettt ae s 110
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt 111
TABELAS. ...ttt e ettt n et sttt ettt n et 117
FIGURA . ....c..ee ettt ettt en et ettt et en s s e st ns s s e st eneenees 125



A ORIGEM DE POPULAGOES EMERGENTES DO PATOGENO DA QUEIMA DA
FOLHA (Rhizoctonia solani AG-1 IA) DA Urochloa SPP. NA AMAZONIA E SEU
POTENCIAL DE ADAPTAGAO A OUTROS AGROECOSSISTEMAS
BRASILEIROS

RESUMO - No inicio dos anos 90, o fungo Rhizoctonia solani AG-1 |A emergiu
como um patdgeno importante associado a queima foliar e podriddao do coleto em
pastagens do género braquiaria (Urochloa spp.), na América do Sul. Este fungo
surgiu pela primeira vez na Colbmbia em areas onde o cultivo de arroz (um
hospedeiro altamente suscetivel ao fungo) foi substituido por Urochloa, em resposta
ao aumento da demanda por pecuaria extensiva. Urochloa € uma forrageira de
extrema importancia para a pecuaria da América Latina tropical. Descrito na primeira
parte de nosso estudo, um amplo levantamento foi realizado na Amazdbnia nos
estados do Para, Ronddnia, Roraima, e nos Cerrados de Mato Grosso e em areas
de varzeas do Vale do Paraiba, em Sao Paulo, entre 2012 e 2013. Nossas
descobertas revelaram que Rhizoctonia solani AG-1 IA predominou como patégeno
associado a queima-da-folha da braquiaria no bioma Amazbnico Brasileiro,
especialmente em Rondbnia. Na segunda parte de nosso estudo, descrevendo a
estrutura genética de populagdes de R. solani AG-1 IA que infectam braquiaria, arroz
Ou soja, testou-se a hipétese de que a emergéncia desse patdégeno ocorreu devido a
troca ou pulo de hospedeiros, dada a sobreposicdo geografica de espécies
hospedeiras. Para estudar a estrutura genética das populagdes, um total de 335
isolados de R. solani AG-1 |A foram coletados de campos de U. brizantha, de
Urochloa hibrido Mulato, de arroz ou de soja, na Colébmbia ou no Brasil. Esses
isolados foram genotipados usando nove loci microssatélites. Padrdes historicos de
migragdo entre populagdes hospedeiro-distintas indicaram a origem provavel das
populagdes atuais que infectam braquiaria na Colédmbia, a partir de populagado que
originalmente infectava o arroz. No Brasil, em contraste, nao foi possivel estabelecer
0 mesmo padrao claro assimétrico de migracéo histérica, uma vez que a migragao
entre as populagdes brasileiras de R. solani AG-1 |A da braquiaria, da soja ou do
arroz foram semelhantes em magnitude (média de 20 migrantes/geragao). A analise

filogeografica multigénica indicou que o ancestral comum mais provavel para ambas



as populacdes teve origem de populacdo que infecta o arroz. Um sistema
reprodutivo misto (que inclui a reproducdo sexuada e a dispersdo de clones
adaptados) caracterizou as populagbes de R. solani AG-1 |A que infectam a
braquiaria. O patdgeno isolado de braquiaria apresentou indicios de especializagcéo
ao hospedeiro, porém mantém a habilidade de saltar entre poaceas e fabaceas
hospedeiras. Finalmente, estudamos a evolugdo de enzimas degradadoras de
parede celular de plantas (EDPCPs), identificadas como fatores essenciais de
patogenicidade em R. solani AG-1 |A. A evolugdo acelerada das EDPCPs foi
indicada como provavel fator responsavel pela adaptagao de R. solani AG-1 |IA para
se especializar em hospedeiros filogeneticamente distintos, nas poaceas e fabaceas.
Mais especificamente, a sele¢cdo balanceadora atuou sobre os genes EDPCPs em

Urochloa sp.

Palavras chave: Fitopatdgenos emergentes no agroecossistema, adaptagao
ecologica, Brachiaria, fungos fitopatogénicos, estrutura genética de populagdes,

evolucdo acelerada de enzimas degradadoras de parede celular de plantas



THE ORIGIN OF THE EMERGING POPULATIONS OF THE BRACHIARIA
COLLAR ROT PATHOGEN (Rhizoctonia solani AG-1 I1A) IN THE AMAZON AND
ITS POTENTIAL FOR ADAPTATION TO OTHER BRAZILIAN
AGROECOSYSTEMS

ABSTRACT - The fungus Rhizoctonia solani AG-1 |1A emerged in the early 1990s as
an important pathogen causing leaf blight and collar rot on pastures of the genus
Urochloa (signalgrass) in South America. This pathogen first emerged in Colombia in
areas where rice, a host highly susceptible to the fungus, was replaced with Urochloa
in response to increased demand for extensive livestock farming. Urochloa is an
extremely important forage grass crop for livestock farming in tropical Latin America.
Described in the first part of our study, a broad survey was conducted in the Amazon
in Para, Rondbnia, Roraima states and in Mato Grosso Cerrado areas, and paddy
plains in the Paraiba Valley, in Sdo Paulo, between 2012 and 2013. Our findings
revealed that R. solani AG-1 |A was the predominant pathogen associated with the
leaf blight on Urochloa in the Brazilian Amazon biome, especially in Ronddnia. In the
second part of our study, describing the population genetic structure of different host
and regional populations of R. solani AG-1 IA infecting Urochloa, rice and soybean,
we tested the hypothesis that the emergence of this pathogen occurred due to host
shift or jump as a result of geographical overlapping of the host species. To study the
genetic structure of populations, a total of 335 R. solani AG-1 IA isolates were
sampled from fields of U. brizantha, Urochloa hybrid Mulato, rice and soybeans in
Colombia and Brazil. These isolates were genotyped using nine microsatellite loci.
The historical patterns of migration of populations from different hosts indicated that
the populations currently infecting Urochloa in Colombia most likely originated from a
population that originally infected rice. In contrast, in Brazil a similar clear asymmetric
pattern of historical migration was not established because the migration rates
among Brazilian R. solani AG-1 IA populations from Urochloa, soybean and rice were
all symmetric in magnitude (average 20 migrants/generation). Multigene
phylogeographic analysis indicated that for both brazilian and colombian Urochloa-
adapted populations of R. solani AG-1 IA, the most likely ancestor originated from a

population infecting rice. A mixed reproduction system including both sexual



reproduction and dispersal of adapted clones characterized the R. solani AG-1 IA
populations infecting Urochloa. The pathogen isolated from Urochloa exhibited
evidence of incipient host specialization despite the fact that it has the ability to jump
between Poaceae and Fabaceae hosts. Finally, we studied the evolution of plant cell
wall degrading enzymes (PCWDESs), identified as essential pathogenicity factors for
R. solani AG-1 IA. An accelerated evolution of PCWDEs was indicated as the most
probable factor responsible for the specialization and adaptation of R. solani AG-1 |A
to phylogenetically distinct hosts from the Poaceae and Fabaceae families. More
specifically, that balancing selection acted on PCWDEs genes as a result of the

contemporary adaptation of R. solani AG-1 |A to Urochloa grass.

Key-words: Emerging pathogens in the agroecosystem, ecological adaptation,
Brachiaria, plant pathogenic fungi, population genetic structure, accelerated evolution

of plant cell wall degrading enzymes



CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

Em condigbes naturais, o fungo basidiomiceto Thanatephorus cucumeris
(Frank) Donk (fase assexuada Rhizoctonia solani Kihn) causa varias doencas
foliares em culturas de importancia agricola e em espécies nativas no bioma
Amazénico (LOURD et al., 1984; TRINDADE et al., 1997; POLTRONIERI et al.,
1999; GASPAROTTO et al., 2001). A espécie multinucleada R. solani Kihn é
conhecida como patdogeno de diversas plantas cultivadas (OGOSHI, 1987) e é
descrita como um complexo de espécies divididas em grupos de anastomose (AGs)
geneticamente diferentes, cujas populagdes tém alta diversidade morfoldgica,
patogénica e fisioldégica (OGOSHI, 1987; SNEH et al., 1991; KUNINAGA et al., 1997;
GONZALEZ et al., 2001).

Dentro do complexo de espécies R. solani, o grupo de anastomose 1 (AG-1)
se destaca por agrupar patégenos que afetam negativamente uma ampla gama de
culturas hospedeiras de importancia mundial. Em Fabaceas, o complexo AG-1
causa a mela, doenga economicamente importante, especialmente para o feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris L.) cultivado em areas de alta e baixa altitude na
América Latina e Caribe (GALVEZ et al., 1989), para o feijao-caupi [Vigna
unguiculata (L. Walp.)] e para a soja (Glycine max L. Merrill), cultivados no
agroecossistema Amazénico (FENILLE et al., 2002; FENILLE et al., 2003; CIAMPI et
al., 2005).

Especialmente em feijoeiro comum cultivado na América Latina, a mela é
causada principalmente por cinco subgrupos geneticamente distintos: AG-1 1A, AG-1
IB, AG-1 IE, AG-1 1F e AG-2-2 WB (GODOY-LUTZ et al., 2008), e em menor

proporgéo pelo AG-4 e o AG-2-2 IV (GALVEZ et al., 1989; CARLING et al., 2002).



Os isolados pertencentes aos subgrupos AG-1 IE e AG-1 IF sdo os mais comuns e
virulentos e, além disso, também tendem a superar cultivares de feijoeiro com
resisténcia parcial (GODOY-LUTZ et al., 1996; BEAVER et al., 2008). As principais
fontes de inéculo sao: micélio, esclerddios, plantas infectadas, solo e basidiésporos
(CARDENAS, 1989). Em condi¢des de campo, os isolados AG-1 IE e AG-1 IF
produzem micélio e esclerodios em abundancia, espalhando-se pela agua, solo
contaminado e sementes para locais distantes contribuindo para a propagacao
clonal do fungo (CARDENAS, 1989; GALVEZ et al., 1989). Nao ha dados sobre a
ocorréncia e distribuicdo destes AGs em feijoeiro comum no Brasil.

Em feijdo-caupi, R. solani AG-1 |IA foi relatado como o principal patéogeno
associado a cultura em Roraima, na Amazdnia brasileira. Em condi¢cbes de campo, a
doenca causa desfolha de 3 a 80% em linhagens de feijdo-caupi de porte ereto
(NECHET et al., 2005; NECHET & HALFELD-VIEIRA, 2006) (Figura 1). O fungo R.
solani AG-1 |A foi também relatado como o principal agente causal da mela da soja
no agroecosistema Amazénico (Figura 1), principalmente nos estados do Mato
Grosso, Tocantins, Para e Maranhao (FENILLE et al., 2002; FENILLE et al., 2003;
CIAMPI et al., 2005).

O complexo R. solani AG-1 também causa doencas extremamente
importantes em plantas poaceas. Na América do Sul o AG-1 IA causa queima da
bainha no arroz (BOLKAN & RIBEIRO, 1985; CEDENO et al., 1996; COSTA-SOUZA
et al., 2007), folha bandeada e queima da bainha no milho, uma doenga que
aparentemente esta restrita a Venezuela (CARDONA et al., 1999; PERDOMO et al.,

2007).



Figura 1. Sintomas caracteristicos do fugo Rhizoctonia Solani AG-1 |A, presentes
em poaceas e fabaceas A. mela no feijado-caupi B. mela na soja. C. queima-da-folha
em Urochloa spp. Fotos: Bernardo Halfeld-Vieira, Daniel A. Schurt, José R. Vieira Jr.

(Embrapa) e Paulo C. Ceresini.

No inicio dos anos 90, o fungo R. solani AG-1 emergiu como um patégeno
importante associado a morte de pastagens do género Urochloa na América do Sul.
Este fungo emergiu pela primeira vez na Coldmbia, em areas onde o cultivo de arroz
[um hospedeiro altamente suscetivel ao fungo (LEE & RUSH, 1983; HASHIBA &
KOBAYASHI, 1996)] foi substituido pelo cultivo de Urochloa, em resposta a
crescente demanda por pecuaria extensiva. No Brasil, o fungo foi descrito como um
patdogeno de Urochloa em 1999, mas sé recentemente tem sido relatado como um
patdogeno importante de forrageiras (Figura 1), atacando especificamente U.
brizantha cv. Marandu nos estados do Acre, Maranhdo, norte do Mato Grosso,
Rondénia, sul do Para e Tocantins, todos na regido Amazénica, (VERZIGNASSI &

FERNANDES, 2001; DUARTE et al., 2007).



Nao ha relatos histéricos ou cientificos indicando explicitamente que a
emergéncia de R. solani AG-1 como patdgeno de pastagens do género Urochloa no
Brasil seguiu fenbmeno semelhante ao observado na Colédmbia, onde emergiu em
areas anteriormente cultivadas com arroz. Entretanto, € plausivel a hipotese de que
também a emergéncia de R. solani AG-1 como patdégeno de Urochloa no Brasil seja
resultado da expansao do cultivo de pastagens para areas adjacentes ou antes
cultivadas com hospedeiros suscetiveis ao patégeno, tais como o arroz, o feijao-
caupi e a soja (NECHET & HALFELD-VIEIRA, 2006; COSTA-SOUZA et al., 2007).

Na primeira parte de nossa pesquisa determinou-se a etiologia e a
distribuicdo geografica do complexo Rhizoctonia associado a braquiaria e a outras
culturas no Brasil. Foi testada a hipétese de que os isolados de R. solani,
provenientes do Para, de Rondbnia e de Roraima, na Amazbnia brasileira, dos
Cerrados de Mato Grosso, de areas de varzeas do Vale do Paraiba, em Sao Paulo,
e oriundos de Urochloa ou de cultivos adjacentes de arroz, de feijao-caupi ou de soja
pertencem ao AG-1 IA. O principal objetivo foi determinar o agente causal da
queima-da-folha da Urochloa no Brasil e compara-lo com populagbes simpatricas
dos patdgenos amostradas de arroz, de feijdo-caupi e da soja. Acredita-se que a
informagdo gerada por esta pesquisa oferece importante contribuicdo para o
conhecimento da biologia de R. solani AG-1, com implicagbes importantes para o
manejo da doenga. Por exemplo, se aceita a hipdtese alternativa de que um
complexo de patdogenos do género Rhizoctonia esta envolvido com a queima-da-
folha da Urochloa, faz-se necessario selecionar variedades resistentes para mais de

um patogeno.



Tendo constatado que R. solani AG-1 |A predominou como patdgeno
associado a Urochloa também na Amazoénia brasileira, especialmente em Rondénia,
na segunda parte de nossa pesquisa buscamos evidéncias sobre a origem de
populagdes emergentes do patégeno da queima da folha da Urochloa (Rhizoctonia
solani AG-1 1A) na Amazonia brasileira e nos Llanos colombianos.

Testou-se a hipotese de que a emergéncia desse patdgeno ocorreu devido a
troca ou pulo de hospedeiros dada a sobreposicdo geografica de espécies
hospedeiras. Os objetivos especificos deste estudo foram: a) Comparar o nivel de
similaridade genética entre populagdes hospedeiro-distintas e regionais de R. solani
AG-1 |IA que infectam braquiaria, arroz ou soja; b) Detectar os padrdes histéricos de
migragdo entre populagdes de R. solani AG-1 |A desses trés hospedeiros, na
Colémbia ou no Brasil, buscando testar hipotese sobre a origem das populagdes
atuais que infectam braquiaria nos dois paises; c) Reconstruir a historia
filogeografica de linhagens de R. solani AG-1 |IA da braquiaria, do arroz e da soja no
Brasil e na Colémbia, baseando-se em trés loci de DNA nuclear (R44L, R68L e
R116); d) Analisar a estrutura genética de populagdes de R. solani AG-1 IA
infectando Urochloa, buscando evidéncias de recombinacao sexual; e) Caracterizar
a patogenicidade de R. solani AG-1 |A de Urochloa e do arroz, buscando evidéncias
de especializagdo de hospedeiros e comparar os niveis de agressividade para a soja
e o feijao-caupi dos isolados do patégeno oriundos de Urochloa.

Como fitopatdgeno necrotréfico, R. solani AG-1 IA dispde de um arsenal de
enzimas degradadoras de parede celular de plantas (EDPCP), especificas a
substratos, e é capaz de degradar componentes da parede celular, rompendo com a

defesa das plantas (COOPER, 1983; COOPER et al., 1988; XU et al., 2006). Como



as EDPCPs desempenham funcdo crucial tanto na destruicdo da célula hospedeira
como na nutricdo do patdégeno, é provavel que algum tipo de pressao de selecao
tenha tido acao significativa no processo de adaptagao a substratos especificos em
hospedeiros distintos (i.e, a componentes de parede celular vegetal). Postula-se que
a adaptacao a substratos especificos reduz a diversidade em cédons nao-sinbnimos
devido a otimizagdo funcional da atividade enzimatica (BRUNNER et al., 2009;
BRUNNER et al., 2013).

Nesta ultima parte da pesquisa, estudou-se um grupo de EDPCP, que foram
identificadas como fatores de patogenicidade em R. solani AG-1 |IA: pectate-lyase B,
celullase, polygalacturonase e beta-xylosidase. A hipotese é que a evolugdo
acelerada dos quatro genes dessas EDPCPs esta relacionada com a capacidade de
adaptacdo e especializacdo do fungo R. solani AG-1 |A a diferentes hospedeiros,
que incluem poaceas e fabaceas. Mais especificamente, hipotetizamos que selegao
purificadora atuou de forma semelhante sobre estes quatro genes de EDPCP, como
resultado da adaptagao contemporanea, a Urochloa, de populagdes de R. solani AG-

1 |A originalmente adaptadas ao arroz ou a soja.
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CAPITULO 2 - A etiologia de doengas causadas por fungos do género
Rhizoctonia em culturas simpatricas de arroz, Urochloa brizantha, feijao-
caupi e soja na Amazoénia, nos Cerrados Brasileiros e nas varzeas do Vale

do Paraiba

RESUMO - A queima-da-folha, a queima-da-bainha e a mela sdo doengas
foliares comuns de grande importancia no agroecossistema Amazoénico,
especialmente em lavouras de arroz, feijdo-caupi e soja. Ja a queima-da-folha
de Urochloa emergiu recentemente na regido, tendo, possivelmente, se
originado de culturas adjacentes de um dos hospedeiros citados. Para
esclarecer a etiologia dos agentes causais associados a queima-da-folha,
queima-da-bainha ou a mela, um amplo levantamento foi realizado na
Amazbnia nos estados do Para, Rondénia, Roraima, e nos Cerrados de Mato
Grosso e em areas de varzeas do Vale do Paraiba, em Sao Paulo, entre 2012
e 2013. Objetivou-se determinar a importancia relativa dos principais AGs de R.
Solani associados a estas culturas. Testou-se a hipétese de que R. solani AG-1
IA é o principal agente causal deste grupo de doencgas e a hipotese alternativa
de que outros grupos de anastomoses do patdogeno estdo associados a estas
doencas. Nossos dados evidenciaram a etiologia complexa das doencgas
causadas por fungos do género Rhizoctonia nestas regides. De maneira
inédita, esses resultados indicaram que R. solani AG-1 |A predominou como
patdogeno associado a queima-da-folha da braquiaria no bioma Amazobnico
Brasileiro, especialmente em Rondénia. Detectou-se, também, que um novo
subgrupo de R. solani (o AG-1 IF), relatado no Brasil, € o principal agente
causal da mela em feijdo-caupi e soja em Roraima. Ainda em Roraima, em
propor¢gao muito menor, constatou-se a ocorréncia do AG-1 ID. Nos cerrados
de Mato Grosso predominou R. oryzae, espécie filogeneticamente distinta do
complexo R. solani, causando queima da base dos perfilhos de Urochloa
brizantha. Ja o fungo R. oryzae-sativae predominou em areas de arroz em

varzeas do Vale do Paraiba em S&o Paulo.
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Palavras-chaves: Brachiaria, patdgenos emergentes no agroecossistema,
Rhizoctonia solani AG-1 |A, Rhizoctonia solani AG-1 ID, Rhizoctonia solani

AG-1 IF, Rhizoctonia oryzae, Rhizoctonia oryzae-sativae

The etiology of diseases caused by fungi from the Rhizoctonia genus on
sympatric rice, Urochloa brizantha cowpea or soybean crops in the

Amazon, the Cerrado and the Brazilian Paraiba Valley floodplains.

ABSTRACT - Leaf blight, sheath blight and web blight are foliar diseases of
great importance in the Amazon agro-ecosystem, especially on rice, cowpea
and soybean crops. In this region, Urochloa leaf blight has emerged recently,
and it has possibly originated from adjacent crops of one of the previously
mentioned hosts. To clarify the etiology of leaf blight, sheath blight and web
blight, a broad survey was conducted in the Amazon in Para, Rondodnia,
Roraima and Mato Grosso Cerrado areas, and paddy plains in the Paraiba
Valley, in Sao Paulo, between 2012 and 2013. The objective of this work was to
determine the relative importance of the main AGs of R. solani associated with
these diseases on Urochloa, cowpea, soybean and rice crops. We tested the
hypothesis that Rhizoctonia solani AG-1 |A is the main causal agent of this
group of diseases, and the alternative hypothesis that other anastomosis
groups of this pathogen are associated with the diseases. Our findings revealed
that these diseases caused by fungi of the genus Rhizoctonia have a complex
etiology. For the first time, we reported here that R. solani AG-1 IA was the
predominant pathogen associated leaf blight in Urochloa in the Brazilian
Amazon biome, especially in Rondénia. In addition, a subgroup of R. solani
(AG-1 IF) not previously reported in Brazil, showed to be the causal agent of
leaf blight on cowpea and soybean, in Roraima. Also in Roraima, in a much
smaller proportion, a second R. solani AG 1 subgroup (AG-1 ID) was detected.
In Mato Grosso area, R. oryzae, a phylogenetically distinct species of R. solani
complex, was the predominant fungi sampled, and it was associated with collar

rot on Urochloa brizantha. On the other hand, R. oryzae-sativae was the
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predominant pathogen recovered from rice samples from the paddy plains in
the Paraiba Valley, SP.

Key-words: Brachiaria, emerging pathogens in the agroecossistem,
Rhizoctonia solani AG-1 |A, Rhizoctonia solani AG-1 ID, Rhizoctonia solani AG-

1 IF, Rhizoctonia oryzae, Rhizoctonia oryzae-sativae

INTRODUGAO

Em condi¢des naturais, o fungo basidiomiceto Thanatephorus cucumeris
(Frank) Donk (fase assexuada Rhizoctonia solani Kiihn) causa varias doencgas
foliares em culturas de importancia agricola e em espécies nativas no bioma
Amazoénico (Lourd et al., 1984, Poltronieri et al., 1999, Trindade et al., 1997,
Gasparotto et al., 2001). A espécie multinucleada R. solani Kihn é conhecida
como patdégeno de diversas plantas cultivadas (Ogoshi, 1987) e é descrita
como um complexo de espécies dividida em grupos de anastomose (AGs)
geneticamente diferentes, cujas populagdes tém alta diversidade morfologica,
patogénica e fisioldgica (Kuninaga et al., 1997, Ogoshi, 1987, Sneh et al., 1991,
Gonzalez et al., 2001).

Dentro do complexo de espécies R. solani, o grupo de anastomose 1
(AG-1) se destaca por agrupar patdogenos que afetam uma ampla gama de
culturas hospedeiras de importancia mundial. Em fabaceas o complexo AG-1
causa a mela, doengca economicamente importante, especialmente para o
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) cultivado em areas de alta e baixa
altitude na América Latina e Caribe (Galvez et al., 1989), para o feijao-caupi
[Vigna unguiculata (L. Walp.)] e para a soja (Glycine max L. Merrill) cultivados
no agroecossistema Amazénico (Fenille et al., 2003, Fenille et al., 2002, Ciampi
et al., 2005).

Especialmente em feijoeiro comum cultivado na América Latina a mela é
causada principalmente por cinco subgrupos geneticamente distintos: AG-1 IA,
AG-1 IB, AG-1 IE, AG-1 1F e AG-2-2 WB (Godoy-Lutz et al., 2008), e em
menor proporgao pelo AG-4 e o AG-2-2 |V (Carling et al., 2002, Galvez et al.,
1989). Os isolados pertencentes aos subgrupos AG-1 IE e AG-1 IF sdo os mais

comuns e virulentos e, além disso, também tendem a Infectar cultivares de
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feijoeiro com resisténcia parcial (Beaver et al., 2008, Godoy-Lutz et al., 1996).
As principais fontes de inéculo sdo: micélio, esclerddios, plantas infectadas,
solo e basidiésporos (Cardenas, 1989). Em condigbes de campo, os isolados
AG-1 IE e AG-1 IF produzem micélio e esclerodios em abundancia,
espalhando-se pela agua, solo contaminado e sementes para locais distantes,
contribuindo para a propagacéo clonal do fungo (Galvez et al., 1989, Cardenas,
1989). Nao ha dados sobre a ocorréncia e distribuicdo destes AGs em feijoeiro
comum no Brasil,

Em feijao-caupi, R. solani AG-1 |A foi relatado como o principal patégeno
associado a cultura em Roraima, na Amazénia brasileira. Em condi¢cbes de
campo, a doencga causa desfolha de 3 a 80% em linhagens de feijao-caupi de
porte ereto (Nechet et al., 2005, Nechet & Halfeld-Vieira, 2006). O fungo R.
solani AG-1 |A foi também relatado como o principal agente causal da mela da
soja no agroecosistema Amazénico, principalmente nos estados do Mato
Grosso, Tocantins, Para e Maranhao (Fenille et al., 2003, Fenille et al., 2002,
Ciampi et al., 2005).

O complexo R. solani AG-1 também causa doencas extremamente
importantes em plantas poaceas. Na América do Sul o AG-1 |IA causa queima
da bainha no arroz (Bolkan & Ribeiro, 1985, Costa-Souza et al., 2007, Cedefio
et al., 1996), folha bandeada e queima da bainha no milho [doengca que
aparentemente esta restrita a Venezuela] (Cardona et al., 1999, Perdomo et al.,
2007).

No inicio dos anos 90, o fungo R. solani AG-1 emergiu como um
patdgeno importante associado a morte de pastagens do género Urochloa na
América do Sul. Este fungo emergiu pela primeira vez na Colémbia, em areas
onde o cultivo de arroz, um hospedeiro altamente suscetivel ao fungo (Lee &
Rush, 1983, Hashiba & Kobayashi, 1996), foi substituido pelo cultivo de
Urochloa, em resposta a crescente demanda por pecuaria extensiva. No Brasil,
o fungo foi descrito como um patégeno de Urochloa em 1999, mas so
recentemente tem sido relatado como um patégeno importante de forrageiras,
atacando especificamente U. brizantha cv. Marandu nos estados do Acre,
Maranh&o, norte do Mato Grosso, Rondénia, sul do Para e Tocantins, todos na
regiao Amazodnica, (Verzignassi & Fernandes, 2001, Duarte et al., 2007).
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N&o ha relatos historicos ou cientificos indicando que a emergéncia de
R. solani AG-1 como patégeno de pastagens do género Urochloa no Brasil
seguiu fendmeno semelhante ao observado na Colémbia, onde emergiu em
areas anteriormente cultivadas com arroz. Entretanto, € plausivel a hipotese de
que também a emergéncia de R. solani AG-1 como patégeno de Urochloa no
Brasil seja resultado da expansdo do cultivo de pastagens para areas
adjacentes ou antes cultivadas com hospedeiros suscetiveis, tais como o arroz,
o feijao-caupi e a soja (Costa-Souza et al., 2007, Nechet & Halfeld-Vieira,
2006).

Neste estudo foi testada a hipétese de que os isolados de R. solani,
provenientes do Para, de Rondbnia e de Roraima, na Amazdnia brasileira, dos
Cerrados de Mato Grosso, de areas de varzeas do Vale do Paraiba, em Séao
Paulo, e oriundos de Urochloa ou de cultivos adjacentes de arroz, de feijao-
caupi ou de soja pertencem ao AG-1 IA. O principal objetivo foi determinar o
agente causal da queima-da-folha da Urochloa no Brasil e compara-lo com
populagdes simpatricas dos patégenos amostradas de arroz, de feijao-caupi e
da soja. Acredita-se que a informagédo gerada por esta pesquisa oferece
importante contribuicdo para o conhecimento da biologia de R. solani AG-1,
com implicagdes importantes para 0 manejo da doenga. Por exemplo, se aceita
a hipotese alternativa de que um complexo de patdégenos do género
Rhizoctonia esta envolvido com a queima-da-folha da Urochloa, faz-se
necessario selecionar variedades resistentes para mais de um patégeno. Os
resultados desta pesquisa também sao importantes para estudos objetivando
determinar a origem de popula¢cdes emergentes de R. solani AG-1 associados

a Urochloa na AmazoOnia.

MATERIAL E METODOS

Levantamento e amostragem de populagbes de patogenos do género
Rhizoctonia associados a Urochloa e a outros cultivos adjacentes na
Amazbnia, nos Cerrados brasileiros e no Vale do_Paraiba. Um total de 1292
amostras foram coletadas nos estados do Para (PA), Roraima (RR) e Ronddnia
(RO), no bioma Amazdnico, nos Cerrados de Mato Grosso (MT) e no Vale do

Paraiba, em S&o Paulo (SP) (Tabela 1). Diversas populagdes simpatricas
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foram amostradas: quinze de braquiaria, oito de soja, duas de feijao-caupi e
sete de arroz. As amostras populacionais foram coletadas entre Julho de 2012
e Agosto de 2013, de seis a oito focos/linha de cultivo, espagcadas de cerca de
10 m por foco, num total de cinco linhas por campo, seguindo o método de
amostragem por transecto (McDonald, 1997). O objetivo inicial foi obter cerca

de 30 a 40 isolados do patogeno por populagédo.

Isolamento dos patogenos, Fragmentos de lesdes foliares desinfestados
superficialmente foram transferidos para meio de cultivo agar-agua (AA)
alcalino (pH 8,5), e incubados a 25°C, na auséncia de luz, por 24 h. Os
crescimentos miceliais caracteristicos de Rhizoctonia spp. obtidos foram
purificados para meio seletivo (Ko & Hora, 1971) e, posteriormente, transferidos
para meio de batata-dextrose-agar (BDA) (Tuite, 1969), para produgcdo de
esclerddios visando preservagéo das colénias por longo prazo. Esclerédios de
culturas com cerca de 10 dias de cultivo foram transferidos para tubos
contendo silica gel esterilizada e estocados a temperatura de -20°C. Os
isolados purificados que nao produziram esclerédios foram preservados
usando-se graos de arroz parboilizado esterilizado, suplementado com
cloranfenicol a 0,050 g.L™" (Sneh & Adams, 1996). Apds cerca de dez dias de
incubacao, os graos colonizados pelo fungo foram transferidos para tubos

contendo silica gel e armazenados a -20°C.

Identificagdo molecular dos patoégenos para determinagdo da etiologia dos
fungos do género Rhizoctonia associados a braquiaria, arroz, soja ou feijjgo-
caupi. Para produgéo de micélio do fungo, os isolados foram cultivados no meio
de cultivo liquido de BDA + estreptomicina (0,050 g.L™") e cloranfenicol (0,050
g.L™") por cinco dias, a 25°C e agitagdo constante a cerca de 75 rpm. A
extracdo de DNA gendmico do micélio dos isolados dos fungos foi efetuada
utilizando-se o Genelute Plant Genomic DNA Mini kit (Sigma-Aldrich® Brasil),

seguindo as instrugdes do fabricante.

De forma geral, para identificacdo das espécies de fungos amostradas
em nosso estudo, procedeu-se a amplificacao da regidao ITS-5,8S do rDNA por

meio de reagdes da polimerase em cadeia (PCR), utilizando-se condi¢des
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descritas anteriormente (Gonzalez et al., 2001, Ciampi et al., 2005, Ramos
Molina, 2012). Amplificagdes iniciais foram efetuadas usando-se o conjunto de
iniciadores (primers) 1TS4/ITS5. Os produtos de PCR foram enviados e
submetidos a reacdo de sequenciamento (Macrogen Inc., Coréia do Sul),
utilizando-se sequenciador automatico PE Applied Biosystems ABI-3700. As
sequéncias obtidas foram analisadas no programa Geneious (Biomatters,
Auckland, Nova Zelandia) para determinacdo da qualidade e edigdo da
composicao de bases, alinhadas pelo programa computacional ClustalW
(Thompson et al., 1997) e comparadas com sequéncias de todos os AGs de R.
solani, bem como de outras espécies fungicas, depositadas no banco de dados
do GenBank—NCBI. A busca por sequéncias similares foi efetuada por BLASTN

(nucleotideo-nucleotideo), versao 2.2.27 (Altschul et al., 1997).

Posteriormente, para identificagdo molecular dos isolados de
Rhizoctonia em larga escala, foram conduzidos testes de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) especifica baseados em amplificagdo seletiva da regiao ITS-
5.8S ou 28S do DNA ribossémico de fungos do complexo Rhizoctonia usando
iniciadores especificos desenhados para R. solani AG-1, no geral, e para AG-1
IA e AG-1 IF. Incluiu-se também, os testes de deteccédo de R. oryzae e de R.
oryzae-sativae, outros patdégenos costumeiramente detectados em poaceas
(Johanson et al., 1998). As condigbes de amplificacdo e detecgdo foram as
mesmas descritas por Johanson et al.,, (1998) e Matsumoto, (2002). Os
iniciadores utilizados neste estudo encontra-se apresentados no arquivo

suplementar e-Xtra 1.

Inferéncia filogenética de espécies do género Rhizoctonia. Uma analise
filogenética multigénica foi implementada usando-se os seguintes genes ou
regibes génicas: espago interno  transcrito  (ITS): ITS-4: 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3" / ITS-5: 5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3/,
segunda subunidade maior da polimerase Il de RNA (RPB-2): RPB2-6F: 5'-
TGGGGYATGGNTTGYCCYGC-3" / RPB2- 7,1R: 5°"CCCATRGCYTGYTTMCCCAT-3";
fator de elongacao EF-1a (EF-F): 5'-GATGAGGATAGCGCAGTCAG-3' / EF-R: 5'-
CTACAACTGCGGTGGTATCG-3" (Liu & Sinclair, 1992, O'Donnell et al., 2000,
Nakatani, 2006). Os isolados utilizados para a reconstrucao filogenética estao

descritos na Tabela 2.
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A reconstrugcdo filogenética foi determinada por meio de analise
Bayesiana, usando-se o método de Monte Carlo-Cadeia de Markov, conjugado
ao algoritmo de Metropolis (MCMCMC) com 30,000,000 de geragoes,
implementado o modelo GTR de substituicdo de nucleotideos (modelo de
tempo geral reversivel ou general time reversible), e eliminando-se 25% das
arvores iniciais geradas. As analises foram conduzidas utilizando-se o

programa MrBayes versao 3.2 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001).

Patogenicidade de espécies do género Rhizoctonia a Urochloa spp. Para se
testar a patogenicidade a U. Brizantha cv. Piata, foram selecionadas quatro
espécies de fungos do género Rhizoctonia amostradas de arroz, de soja e de
Urochloa: R. solani AG-1 1A, R. solani AG-1 IF, R. oryzae-sativae
(Ceratobasidium oryzae-sativae) e R. oryzae (Waitea circinata). Foram testados
12 isolados de R. solani AG-1 IA de Urochloa (ROB3D7, ROB3D8, ROB4A1,
ROB4A5, ROB4A7, ROB4A8, ROB4A9, ROB4B7, ROB4B8, ROB4C4,
ROB4C5 e ROB4D1), seis isolados de R. solani AG-1 IA de soja (ROS1AG,
ROS1A9, ROS1B8, ROS1D8, ROS2E1 e ROS2E5) e trés isolados cada de R.
solani AG-1 IF da soja (RR-S1C8-2, RR-S1D3 e RR-S1D5-2), de R. oryzae-
sativae do arroz (RSC1, RSD3 e RSE1) e de R. oryzae de arroz (PINA4,
PINAG6 e PINA7), totalizando 27 isolados. Foi incluida uma testemunha néao
inoculada com os patégenos, Os experimentos foram estabelecidos,
conduzidos e avaliados de forma similar aos estudos publicados por Bernardes
de Assis et al. (2008) e Gonzalez et al. (2007), como descritos a seguir. U.
brizantha cv. Piata foi multiplicada em casa de vegetagdo, semeando-se em
copos descartaveis de 180 mL contendo, como substrato, vermiculita
expandida, de textura média, e um grama da formula 15-15-20 (NPK). A
inoculagao das plantas de braquiaria foi efetuada 18 dias apds a semeadura,
transferindo-se um grao de arroz colonizado diretamente para a regido da
bainha da primeira folha verdadeira. Os copos contendo plantas inoculadas
foram transferidos para bandejas e colocados dentro de sacos plasticos
transparentes para manter atmosfera de alta umidade, e incubados a 25°C, sob
12 h de luz, até a avaliagdo. O delineamento experimental adotado foi o
inteiramente ao acaso, com quatro repeticdes. O experimento foi repetido uma

vez. A severidade da doenca foi avaliada cinco dias apds a inoculacéo,
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fotografando-se pelo menos uma folha infectada por planta. O nivel de
severidade da doenca foi determinado com base na area foliar doente das
folnas usando o software para andlise de imagens digitais Assess da APS
(ASSESS: Image Analysis Software for Plant Disease Quantification; L, Lamari,
Department of Plant Science, University of Manitoba, Winnipeg, Manitoba,
Canada). A analise de variancia dos dados foi efetuada usando-se o pacote de
software estatistico SAS e os procedimentos PROC MIXED para determinagéo
de F relativo ao efeito geral de tratamentos, CONTRAST para comparar
contrastes ortogonais entre grupos de isolados e ESTIMATE para comparar
grupos usando o teste t de Student (versdo 9.1 do SAS System for Windows,
SAS Institute, Cary, Carolina do Norte, EUA).

Gama de hospedeiros e nivel de adaptagéo fenotipica de R. solani AG-1 IF da
Soja e do feijdo caupi a plantas Poaceae. Para testar a gama de hospedeiros e
a adaptabilidade fenotipica de R. solani AG-1 IF a diferentes hospedeiros,
foram selecionados dois grupos de seis isolados cada: o primeiro grupo obtido
de soja cv. BRS Tracaja (RRS1A4.2, RRS1A5.2, RRS1A6.2, RRS1A8.2,
RRS1B4.2 e RRS1B7.2) e o segundo de feijao-caupi (RRV2A4.2, RRV2B5.2,
RRV2B6.2, RRV2B7.2, RRV2C3.2 e RRV2E6.2). Foram testados cinco
hospedeiros, em experimentos distintos para cada um: arroz cv. Primavera,
Urochloa brizantha cv. Toledo, milho cv. Flintisa, feijao-caupi cv. IT86D-719 e
soja cv. BRS MG 820 RR. O feijao-caupi e a soja foram inoculadas apd6s 13 ou
17 dias da semeadura. Ja a inoculagao do arroz, da braquiaria e do milho foi
realizada aos 18 dias apdés a semeadura. O delineamento experimental
adotado para cada um dos experimentos foi o inteiramente casualizado, com
cinco repeticbes. Em cada experimento foi incluida uma testemunha n&o
inoculada com os patégenos. O experimento foi repetido uma vez. Os
experimentos foram estabelecidos, conduzidos, avaliados e analisados de

forma semelhante ao descrito no item anterior.

RESULTADOS

Espécies do género Rhizoctonia associadas a Urochloa brizantha e a outros

hospedeiros no Brasil. Em busca do principal agente causal da queima-da-folha
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da braquiaria e comparagdo com populagées simpatricas de patdgenos do
género Rhizoctonia amostradas de arroz, de feijdo-caupi e da soja, 1292
amostras de plantas infectadas foram amostradas no Brasil nos biomas
Amazédnico, Cerrado e em varzeas de S&o Paulo, no Vale do Paraiba. Um total
de 684 amostras resultaram em isolamentos positivos de fungos
fitopatogénicos (Tabela 1). A informag&o sobre a ocorréncia e a distribuicao
geografica das espécies identificadas esta disponivel no Sistema de
Informagao Ambiental do Biota - SinBiota, no URL

http://sinbiota.biota.org.br/project/289/ e representada de forma sucinta na

Figura 1.

Neste levantamento, 517 amostras apresentaram colbnias marrons
claras a escura e caracteristicas morfolégicas de micélio semelhantes a fungos
do género Rhizoctonia (Sneh et al., 1991) (Figura 2). Baseando-se em
caracteristicas morfologicas e culturais das colénias de Rhizoctonia (Figura 2) e
utilizando-se um conjunto de iniciadores especificos para diferentes espécies
do género (e-Xtra 1), discriminou-se a ocorréncia das seguintes espécies (e-
Xtra 2): i) R. solani AG-1 IA (N = 161) associada principalmente a Urochloa
brizantha em RO (N = 113), ao arroz, a soja e a braquiaria em RR (N = 27), ao
arroz e a braquiaria no PA (N = 11) e ao arroz no Vale do Paraiba, SP (N = 4);
i) R. solani AG-1 ID associada ao feijao-caupi em RR (N = 3); iii) R. solani AG-
1 IF associada a soja e ao feijao-caupi em RR (N = 132); iv) R. oryzae
associada ao arroz ou a braquiaria em MT, no PA, em RR e em SP (N = 147);
V), R. zeae associada ao arroz e ao milho apenas no PA (N = 7); vi) R. oryza-
sativae associada ao arroz no Vale do Paraiba, SP (N = 46). Entre os fungos
do género Rhizoctonia amostrados em menor proporgdo em Nnosso
levantamento, detectamos também a ocorréncia de Rhizoctonia spp.

binucleadas (N = 21), cuja fase sexuada & Ceratobasidium (Sneh et al., 1991).

As restantes 167 amostras corresponderem a fungos de espécies
distintas a Rhizoctonia. A maioria dessas outras espécies de fungos detectadas
(correspondendo a N = 152 espécimes) foram amostradas de populagdes
infectando U. brizantha cv. BRS Piatd ou soja BRS Tracaja em RR. Esses
fungos produziram micélio inicialmente bem desenvolvido, de rapido

crescimento, de cor creme-esbranquigada e depois tornando-se amarelo clara
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a escura (Figura 2). Com base no sequenciamento da regido ITS-5.8S do rDNA
de exemplares desses fungos associados com sintomas de queima foliar em
braquiaria ou a mela em soja, foram identificadas trés géneros distintos da
familia Choanephoraceae: Poitrasia, Blakeslea e Choanephora. Detectamos,
ainda, o fungo basidiomiceto Laetisaria arvalis (Aphyllophorales, Corticiaceae)
que estava presente em amostras de U. brizanta cv. Marandu em Paragominas
(N =13), no PA, e um isolado do fungo ascomiceto Trichoderma koningiopsis
(Hypocreales; Hypocreaceae), obtido de amostras de feijdo-caupi de RR.
Detectamos, também, um unico isolado do fungo basidiomiceto Sclerotium
hydrophilum (Thelephorales; Typhulaceae), que foi encontrado em varzeas de
arroz no Vale do Paraiba, SP. A identificacao destes fungos também foi

efetuada baseando-se em sequenciamento da regido ITS-5.8S do rDNA.

Reconstrugéo filogenética multigénica mediante analise bayesiana. A arvore
filogenética reconstruida com os genes concatenados ITS-5.8S, EF-1a e RPB-
2 retrata a relagdo entre o complexo R. solani AG-1, R. oryzae-sativae, R.
oryzae e R. zeae e seus hospedeiros de origem (Figura 3). Nos ramos | e Il
foram agrupados apenas R. solani AG-1. Por sua vez, com suporte bootstrap
de 99%, o ramo | subdividiu-se em dois clados: AG-1 IF e AG-1 ID. Enquanto
os isolados identificados como AG-1 IF foram obtidos de soja ou de feijao-
caupi, os do AG-1 ID foram isolados de feijao-caupi, ambos em Roraima. O
ramo Il também foi subdividido em dois clados: AG-1 1A e AG-1 1E. Isolados
de R. solani AG-1 |A foram provenientes de arroz, braquiaria ou soja,
predominantemente de RO, mas também detectados no PA, em RR e em SP.
No clado correspondente a AG-1 IE foram agrupados isolados amostrados por
Fenille et al. (2003) e Ciampi et al. (2005) em MT, MA e TO.

No ramo Il foram agrupados apenas isolados de R. oryzae-sativae,
todos oriundos de arroz no Vale do Paraiba, SP. O complexo R. oryzae e R.
zeae foi agrupado no ramo IV, ndo deixando clara a separagao entre estas
duas espécies (Figura 3). A maioria dos isolados do complexo W. circinata
foram obtidos de arroz ou braquiaria, em quatro dos cinco estados amostrados
(MT, PA, RR e SP).
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Patogenicidade de espécies do género Rhizoctonia a braquiaria. Enquanto os
isolados de R. oryzae-sativae do arroz ndo causaram sintomas em U. brizantha
cv. Piata, o grupo de isolados de R. oryzae foi medianamente patogénico cujo
nivel de severidade de sintoma foi de cerca de 10% de area foliar infectada, em
média, (Figuras 4 e 5, e-Xtra 3). Ja o grupo de isolados de R. solani AG-1 IF da
soja também proporcionou baixa severidade de sintoma em Urochloa (cerca de
3%), néo diferindo significativamente do grupo de R. oryzae. Por sua vez, o
grupo de isolados de R. solani AG-1 |IA de soja e de braquiaria foram altamente
patogénicos a U. brizantha cv. Piata cujo nivel de severidade média variou
entre 50 e 60% de area foliar infectada, (Figuras 4 e 5, e-Xtra 3), e diferiram
significativamente entre si. O grupo de isolados de R. solani AG-1 |IA de

Urochloa foi mais agressivo a U. brizantha cv. Piata.

Gama de hospedeiros e nivel de adaptagéo fenotipica de R. solani AG-1 IF da
soja e do feijdo caupi a plantas Poaceae. Nao houve diferenga significativa
entre os dois grupos de isolados de R. solani AG-1 IF da soja (S) e do feijao-
caupi (V), os quais foram altamente patogénicos ao milho, a soja e ao feijao-
caupi (Figuras 6 e 7, e-Xtra 4). Os valores médios de severidade nesses
hospedeiros variaram de 29,7 a 76,5% de area foliar infectada (Figura 6, e-Xtra
4). Por sua vez, o grupo de isolados de R. solani AG-1 IF (V) foi
significativamente mais agressivo a Urochloa que o grupo AG-1 IA (S), embora
a severidade da doenga causada por AG-1 IF (V) neste hospedeiro tenha sido,
em média, relativamente baixa (entre 6 a 10% de area foliar infectada). Ja AG-
1 IF (S) e (V) foram muito pouco agressivos ao arroz, cujo nivel de severidade

meédia de doencga foi de 0,8 a 1,2% de area foliar infectada.

DISCUSSAO

Distribugdo geografica do complexo Rhizoctonia associado a braquiaria e a
outras culturas no Brasil. Nosso levantamento efetuado no bioma Amazdnico
brasileiro, nos cerrados de Mato Grosso e em varzeas do Vale do Paraiba em
Sao Paulo, indicou que o principal patégeno associado a queima-da-folha e
morte da braquiaria, especialmente em Rondébnia, € a espécie Thanatephorus
cucumeris (fase assexuada R. solani AG-1 IA, N = 158) (Figura 1; Tabela 1).

Isso vai de encontro ao relato de Ramos Molina (2012) que detectou a
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predominancia de R. solani AG-1 |A associado a braquiaria em Meta, nos
Llanos colombianos. Quanto a patogenicidade de R. solani AG-1 IA a
braquiaria, observou-se que os isolados do AG-1 |A de braquiaria do Brasil
foram mais patogénicos em U. brizantha cv. Piatd que os isolados de soja,
sugerindo incipiente especializacdo de hospedeiro. Fenbmeno semelhante de
indicios de especializagado de R. solani AG-1 IA a braquiaria foi detectado em
populagdes colombianas do patégeno, uma vez que isolados oriundos de
braquiaria foram mais agressivos em U. brizantha cv. Toledo que os de arroz

(dados do proprio autor no capitulo 3).

Nao encontrada associada a braquiaria, R. solani AG-1 IF foi detectado
em alta frequéncia nas culturas do feijdo-caupi e da soja em Roraima (N =
132). A ocorréncia de R. solani AG-1 IF em feijao-caupi e em soja ainda nao
havia sido relatada no Brasil. O AG-1 IA era o unico grupo relatado causando
mela, tanto em feijao-caupi, quanto em soja em Roraima (Nechet & Halfeld-
Vieira, 2006, Nechet et al., 2008). Por sua vez, ha relatos de R. solani AG-1 IF
associado a fabaceas na América Latina e no Caribe, causando mela em feijao
comum (Godoy-Lutz et al., 2008). A analises filogenéticas indicaram
divergéncia clara do AG-1 IF em relagao aos demais grupos do complexo AG-1
de R. solani, consistente com o descrito na literatura (Gonzalez et al., 2012,
Godoy-Lutz et al., 2008). Nossas observacdes sobre a gama de hospedeiros
de R. solani AG-1 IF indicaram que as populacdes do patégeno adaptadas as
plantas fabaceas ndo sado hospedeiro-especializadas, podendo alternar
hospedeiros e atacar também poaceas. De fato, R. solani AG-1 IF foi bastante
agressivo para o milho (Figura 6, e-Xtra 3). Nossa interpretacao é de que as
populagdes do patdégeno adaptadas as fabaceas feijdo-caupi e soja em

Roraima poderiam emergir como patdégeno importante do milho.

Como exemplo de fenbmeno semelhante, pode-se citar a emergéncia de
populacdes de R. solani AG-1 |A do arroz e adaptadas para atacar o milho na
Venezuela (Gonzalez-Vera et al., 2010). As populagdes de R. solani AG-1 IA
do milho, consideradas evolutivamente mais recentes, embora apresentassem
subdivisdo genética em relagdo as populagdes do arroz, historicamente

compartilharam migrantes e postulou-se sua origem de populagdes adaptadas
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ao arroz na mesma regido, via troca de hospedeiro (Gonzalez-Vera et al.,
2010). Considerando a importancia que a mancha bandeada e a queima da
bainha em milho adquiriu na Venezuela, é imprescindivel que se conhecga,
também, o potencial adaptativo de R. solani AG-1 IF de poaceas para infectar o
milho e até mesmo a braquiaria no Brasil. Pela semelhanga entre os
patossistemas tropicais sul-americanos associados a Rhizoctonia, € provavel
que processo semelhante ao descrito na Venezuela venha ocorrer também
com populagdes brasileiras do patdgeno sob pressao de selegdo de magnitude

semelhante, por exemplo, sob sistema intensivo de rotagéo soja - milho.

Dentro do complexo AG-1, detectou-se, também, a ocorréncia de R.
solani AG-1 ID infectando feijdo-caupi em Roraima. No Brasil ha relato da
associacao deste AG a diversos hospedeiros na Amazoénia brasileira, incluindo
outra fabacea hospedeira, o feijao comum (Phaseolus vulgaris) (Gaino et al.,
2010). Ja o grupo AG-1 IE de R. solani, embora n&o tenha sido detectado em
nossa amostragem, nossas analises filogenéticas indicaram que o mesmo ja
tinha ocorréncia no Brasil desde 2002 em campos de soja amostrados em Mato
Grosso, Tocantins e Maranh&o ( Fenille et al., 2002, Ciampi et al., 2005, Fenille
et al., 2003). O detalhe é que esses isolados foram classificados por Fenille et
al. (2003) e Ciampi et al. (2005) como AG-1 IA, pois até entdo o clado-irmao
AG-1 |IE ndo havia sido descrito. Apenas recentemente € que analises
filogenéticas revelaram a divergéncia entre os grupos AG-1 |IA e AG-1 IE
(Gonzalez et al., 2012, Godoy-Lutz et al., 2008). O AG-1 IE foi considerado um
grupo irmao monofilético independente de AG-1 IA, e especializado a fabaceas,

em nosso exemplo, o feijado-caupi e a soja.

Ainda considerando fungos do complexo Rhizoctonia amostrados,
detectou-se a ocorréncia de isolados de Ceratobasidum spp. oriundos de arroz,
de feijao-caupi, de soja e de U. brizantha amostrados no PA, em RR e em SP.
O género Ceratobasidium ¢é considerado filogeneticamente proximo a
Thanatephorus e agrupa espécies binucleadas de Rhizoctonia (Gonzalez et al.,
2001, Gonzalez et al., 2006). O potencial patogénico do género Ceratobasidium
para os hospedeiros citados € ainda desconhecido e deve ser investigado, uma

vez que as espécies de Rhizoctonia binucleadas detectadas no Brasil estdo
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comumente associadas com controle biologico e ndo sdo patogénicas (Ceresini
& Souza, 1997, Sneh et al., 1996, Basseto et al., 2008). Entretanto, na
Amazbnia brasileira ha relatos, também, de Ceratobasidium spp.
fitopatogénicos como a Rhizoctonia sp. binucleada AG-R que infecta a

seringueira (Gaino et al., 2010).

Por sua vez, foi detectada alta frequéncia (N = 143) de ocorréncia de
fungos da espécie R. oryzae associados ou a queima-da-base-dos-perfilhos da
braquiaria ou a manchas da bainha do arroz em MT, no PA, em RR e nas
varzeas do Vale do Paraiba, SP (Figura 1; Tabela 1). Este € um patdégeno
classicamente relatado como associado ao arroz (Johanson et al., 1998), mas
que em nosso estudo demonstrou potencial para emergir como patégeno
importante da braquiaria em fungdo da frequéncia de ocorréncia e dos niveis
meédios de severidade de doenga que ocasionou a U. brizantha cv. Piata
(Figura 4 e e-Xtra 2). Apenas no PA detectou-se a ocorréncia de W. circinata
var. zeae (R. zeae) em milho e em arroz (N = 9). Os fungos R. oryzae e R.
zeae tém sido relatados como associados a doengas de espécies de gramados
cultivadas nos Estados Unidos (De la Cerda et al., 2009). Nao havia relatos

destes patdégenos no Brasil.

No caso do arroz de varzea amostrado no Vale do Paraiba, SP detectou-
se elevada ocorréncia (N = 46) da espécie Ceratobasidium oryzae-sativae (fase
assexuada R. oryzae-sativae) associada ao complexo de doengas da bainha.
De forma similar, a espécie C. oryzae-sativae representou 71,2% (N = 44) da
amostra populacional detectada por Ramos Molina (2012) em campos de arroz

na Colébmbia.

Em poaceas cultivadas, em especial o arroz, a presenca de sintomas
semelhantes as manchas e queimas-da-bainha causadas por fungos do género
Rhizoctonia, torna dificil o diagndstico do agente causal (Cedefo et al., 1996,
Johanson et al., 1998, Gutiérrez, 2007). Porém, o diagndstico é extremamente
relevante para estabelecimento de medidas apropriadas de manejo dessas
doencas, recomendando-se a utilizagcdo de métodos rapidos para deteccao dos

patdogenos baseados em reacdo de PCR com primers especificos, como os
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utilizados em nosso estudo (Johanson et al., 1998, Pascual et al., 2000, Sayler
& Yang, 2007, Matsumoto, 2002).

Outras espécies de fungos detectados e sua relevancia. Entre outros
fitopatbgenos amostrados, detectou-se a ocorréncia de um exemplar de
Sclerotium hydrophilum associado ao complexo de doencas das queimas e
manchas da bainha no Vale do Paraiba, em Sao Paulo. Esse fungo ja havia
sido descrito nas regides arrozeiras da Argentina (Gutiérrez, 2007) e da
Coldbmbia (Ramos Molina, 2012). A baixa frequéncia de ocorréncia indica que
esse fungo provavelmente ndo tem potencial de emergir como patogeno

importante do arroz no Brasil.

Em nosso estudo detectamos a elevada incidéncia de espécies da
familia Choanephoraceae (N = 152) associadas com sintomas de mela em soja
e em braquiaria, especialmente em Roraima (dados do proprio autor, ndo
publicados). Aparentemente, este € o primeiro relato desse grupo de patdégenos
causando mela em soja e em braquiaria. Das trés espécies de
Choanephoraceae detectadas, Poitrasia circinans ja havia sido descrita como
associada a deterioracdo de améndoas de cajueiro no Ceara e no Rio Grande
do Norte (Freire & Barguil, 2001). Também, em levantamento de fungos
efetuado em Cubatdo, na Mata Atlantica de Sao Paulo, entre 1993 a 1995, P.
circinans foi encontrada associada a amostras de solo e serapilheira (Crusius
et al. 2006). Recentemente, P. circinans foi identificada associada a castanha-
do-Brasil (Bertholletia excelsa, planta nativa da regido Amazdbnica)
comercializada em mercados de Fortaleza (Costa, 2009). Nossos estudos
indicaram que esses fungos Choanephoraceae foram patogénicos tanto a soja
quanto a braquiaria. Essas observagbdes indicam a necessidade de se
determinar o status atual de sua ocorréncia na regido e o potencial de
dispersédo deste patdgeno para outras areas de cultivo de soja e braquiaria no
agroecossistema Amazonico. E provavel que este seja um novo grupo de

patdgenos emergentes para ambas os culturas.

Foi também detectada a ocorréncia natural de duas espécies de fungos
associadas ao controle biologico de fitopatdgenos: Laetisaria arvalis e
Trichoderma koningiopsis. O fungo basidiomiceto Laetisaria arvalis é
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comumente encontrado em solo e tem atividade antagonista contra R. solani
(Burdsall et al., 1980, Conway, 1995). Ja os fungos ascomicetos do género
Trichoderma (correspondente a Hypocrea na fase sexuada) geralmente séo
encontrados em todos os tipos de solo, mas especialmente nos organicos,
incluindo a camada de humus das florestas e solos agricolas no campo. Podem
viver saprofiticamente ou parasitando outros fungos como Rhizoctonia
(Druzhinina et al., 2011; Talbot et al, 2005). Embora a determinacdo do
potencial antagbnico destes isolados nao seja do escopo desta pesquisa,
estudo preliminar em nosso laboratério demostrou a efetividade de L. arvalis e
T. koningiopsis no biocontrole de R. oryzae-sativae e R. solani AG-1 IF (dados

do proprio autor, ndo publicados).

Consideragées finais. O fungo T. cucumeris (R. solani AG-1 |A) predominou
como patégeno associado a queima-da-folha da braquiaria no bioma
Amazobnico brasileiro, especialmente em Ronddnia. Nos cerrados de Mato
Grosso predominou o complexo W. circinata var. oryzae (R. oryzae), espécie
filogeneticamente distinta do complexo T. cucumeris causando queima da base
dos perfilhos na braquiaria. Os fungos C. oryzae-sativae (R. oryzae-sativae) e
W. circinata var. oryzae predominaram em areas de arroz em varzeas do Vale
do Paraiba, em Sao Paulo. No Brasil, esta é a primeira vez que R. solani AG-1
IF é relatado associado a mela da soja e do feijdo-caupi em Roraima. Nosso
estudo também revelou que R. solani AG-1 |E associado a soja tem ocorréncia
no Brasil. Também € a primeira vez que se relata a associagao de R. solani

AG-1 ID ao feijao-caupi.
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Tabelas

Tabela 1. Levantamento de populag¢des de fungos associados a mela e queima

da folha em Roraima, Brasil.

Regides Amazonia Cerrados Varzeas N2
Estados Para Rondonia Roraima Mato Vale do
Grosso Paraiba, Sao
Paulo
Amostras coletadas
2012 - - 256 - - 256
2013 161 236 288 129 222 1036
1292
Fungos isolados
2012 - - 226 - - 226
2013 42 119 121 87 61 458
684
Espécies de fungos
detectadas e numero total
de isolados °
Rhizoctonia solani AG-1 |A 11 119 27 4 161
R. solani AG-1 1F 132 132
R. solani AG-1 1D 3 3
Rhizoctonia oryzae 10 24 87 26 147
Rhizoctonia zeae 7 7
Rhizoctonia oryzae-sativae 46 46
Rhizoctonia spp 1 8 12 21
Outras espécies °
Choanephoraceae 152 152
(géneros Blakeslea,
Choanephora e Poitrasia)
Laetisaria arvalis 13 13
Sclerotium hydrophilum 1 1
Trichoderma koningiopsis 1 1
Total 42 119 347 87 61 684

# N = Tamanho amostral e nimero de isolados obtidos de cada populagéo
b Thanatephorus, Waitea e Ceratobasidium representam a fase sexuada de espécies do género
Rhizoctonia. Caracterizagdo baseada ou no sequienciamento da regido ITS-5.8S rDNA dos isolados ou na
deteccdo molecular usando conjunto de iniciadores especificos para as espécies. As sequéncias da
regido ITS serdo oportunamente depositadas no banco de dados do NCBI,

°Baseada em andlise de sequéncias do ITS-rDNA desses fungos.
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Tabela 2. Espécies do género Rhizoctonia associadas a Urochloa brizantha,

arroz, feijao-caupi, e soja, obtidas de diferentes ecossistemas no Brasil usadas

para reconstrugao filogenética multigénica.

Isolados

Espécie

Hospedeiro

Local de amostragem

RRS1C8-2
RRS1D1-1
RRS1D7-1
RRV2A1-1
RRV2A2-1
RRV2A4-2
RRV2A5-1
RRV2A6-2
RRV2C5-1
RRV2D1-1
RRV2D6-1
BEL-59
BEL-60
BEL-71
BHM3-B18
BHM3-B19
BHM3-B29
BHM4-A13
BHM4-C31
ROB1A5
ROB2B5
ROB3A3
MTS-110
SJ-129
MA-173
MA-190
MA-71

Rhizoctonia solani AG-1 IF

R. solani AG-1 1D

R. solani AG-1 |1A

R. solani AG-1 |E

Soja cv. Tracaja

Caupi, variedade desconhecida

Caupi, variedade desconhecida

Passiflora edulis
Phaseolus vulgaris
Piper nigrum

Urochloa hibrido Mulato

Urochloa brizantha cv. Marandu

Soja variedade desconhecida

Roraima

Roraima

Para

Puerto Lépez, Coldmbia

Villavicencio, Colémbia

Rondbnia

Mato Grosso

COS-0S5A6
COS-0S5C17
COS-0S5D22
COS-0OS5A5
COS-GTF1
COS-PINB1
COS-TAE2
COS-TAF4
COS-RSD3

R. oryzae-sativae

Oryza sativa

Oryza sativa cv. Puita

Oryza sativacv. EPAGRI 117"

Sao Paulo

WC-MTB1A1
WC-MTB3B4
WC-MTB3B7
WC-MTB3C4
WC-MTB3C6

R. oryzae

Urochloa Hibrido Mulato
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Isolados Espécie Hospedeiro Local de amostragem

WC-MTB3F3.2
WC-MTB4C2.1
WC-MTB3C1
WC-MTB3D6
WC-MTB4F4.1
WC-MTB4D1

PAR1C1 R. zeae Oryza sativa cv. Cambara Para
PAR1D8
PAR1A1
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Figura 1. Distribucdo geografica da ocorréncia de espécies do género
Rhizoctonia associadas a Urochloa brizantha, ao arroz, ao milho, ao feijao-
caupi e a soja no Brasil, amostradas no bioma Amazdnico nos estados do Para
(PA), Rondbnia (RO) e Roraima (RR), em areas do Cerrado brasileiro do Sul de

Mato Grosso (MT) e em areas de varzeas no Vale do Paraiba, em Sao Paulo

(SP) *

*A distribuicdo de outras espécies de fungos encontradas neste levantamento foram incluidas
para documentar sua ocorréncia.



Figura 2. Diferentes formas, cor e tamanhos de esclerédios e coloragéo de
colénias das espécies de fungos do género Rhizoctonia: (A) Rhizoctonia
oryzae-sativae; (B) R. zeae; (C) R. oryzae; (D) R. solani AG-1 IA; (E) R. solani

AG-1IF; (F) R. solani AG-1 ID; (G) R. solani AG-1 IE.*

*Comparadas com coldénias de outras duas espécies encontradas em nosso

levantamento: (H) Poitrasia circinans; (1) Laetisaria arvalis.
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Figura 3. Reconstrucdo filogenética multigénica, por meio de analise
Bayesiana, ilustrando as relagdes entre haplotipos dos genes concatenados
ITS-5.8S do rDNA, RPB-2 e EF-1a do complexo Thanatephorus cucumeris
(Rhizoctonia solani AG-1 1A, AG-1 ID, AG-1 IE e AG-1 |-F) e suas relacdes
com haplétipos das espécies irmas Ceratobasidium oryzae-sativae (fase
assexuada R. oryzae-sativae) e do complexo Waitea circinata (Waitea circinata
var. oryzae = Rhizoctonia oryzae e W. circinata var. zeae = R. zeae). O valor da
barra de escala no canto direito inferior representa a distancia genética em

substituicdes por nucleotideo.

*Isolados originalmente descritos como AG-1 IA (Ciampi et al., 2005, Fenille et al., 2003)
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Patogenicidade de espécies do género Rhizoctonia a Urochloa brizantha cv. Piata
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Figura 4. Diagramas de caixas (boxplots) representando a patogenicidade de

espécies do género Rhizoctonia a Urochloa brizantha cv. Piata.*

*Média de oito repeticbes combinando-se as duas réplicas dos experimentos. Médias seguidas de
mesma letra ndo sao significativamente diferentes a p < 0,05 (pelos testes F e t de Student para

contrastes entre grupos de isolados).
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Figura 5. Sintomas em folhas de plantas de Urochloa brizantha cv. Piata
inoculadas com R. solani AG-1 IA e R. oryzae. (A) e (B), paginas superior e
inferior da folha de Urochloa inoculada com R. solani AG-1 IA; (C) e (D)

paginas superior e inferior da folha de Urochloa inoculada com R. oryzae.
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Patogenicidade de Rhizoctonia solani AG-1 IF a diferentes hospedeiros
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Figura 6. Diagramas de caixas (boxplots) representando a patogenicidade de

Rhizoctonia solani AG-1 IF da soja e do feijao-caupi a diferentes hospedeiros.*

* Foram conduzidos experimentos distintos para cada hospedeiro testado. Média de dez repeticdes,
combinando-se as duas réplicas dos experimentos. Médias seguidas de mesma letra ndo séo
significativamente diferentes a p < 0,05 (pelos testes F e t de Student para contrastes entre grupos de

isolados).
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Figura 7. Sintomas de mela e queima-da folha em milho (A), soja (B) e feijao-

caupi (C) inoculadas com Rhizoctonia solani AG-1 IF.
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Arquivos adicionais

e-Xtra 1. Pares de iniciadores utilizados para detecgao especifica de espécies de fungos do género Rhizoctonia usando reagdo em

cadeia da polimerase (PCR).

Iniciadores Diregao Sequéncia 5'- 3' Especificidade Tamanho do produto de Fonte
PCR
GMROS-6 Senso (forward) GAAAGAGAGAGAGGTCGCCTC  R. oryzae-sativae 1200 Johanson et al. (1998), baseado na regido ITS1-ITS2 do rDNA
GMRO-3 Senso TACGCCTTGAAGTCCCTGTAG R. oryzae 800
R635 Antisenso GGTCCGTGTTTCAAGACGG - -
(reverse)
RS-CMF Senso CTCAAACAGGCATGCTC R. solani AG-1 1A 256 Matsumoto (2002) et al. (2002), baseado na regido 28S do rDNA
AG-1AR Antisenso CAGCAATAGTTGGTGGA - -
(reverse)
WB-A (A-AF) Senso CCTTAATTTGGCGGGAGGCA R. solani AG-1 |IE 540 Godoy-Lutz et al. (2008) et al. (2008), baseado na regido ITS-5.8S do
DNA
WB-B (B-BF) Senso GTTGGTTTGGAGTCGGTGTG R. solani AG-1 IF 510 r
WB-A (A- Antisenso GACTATTAGAAGCGGTTCA
AR)
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e-Xtra 2. Espécies do género Rhizoctonia associadas a Urochloa brizantha, arroz, feijao-caupi, milho e soja detectadas em amplo

levantamento realizado no Brasil em 2012 e 2013.

Biomae Municipio Hospedeiros Populagées Espécies do género Rhizoctonia identificadas por detecgao molecular
Estado
R. solani R. solani R.solani R.oryzae R. zeae R. oryzae- Rhizoctonia
AG-11A AG-11D  AG-11F sativae spp.
Amazoénia
Para Paragominas Milho PAZM 2
Urochloa brizantha cv. PAB1 7 3
Marandu
U. brizantha cv. Marandu PAB2 3
U. brizantha cv. Marandu PAB4
Dom Eliseu Arroz cv. Cambara PAR1 2 5 1
U. brizantha cv. Marandu PAB3 4
Total: PA 11 0 0 10 7 0 1
Rondénia Itapuéa do Oeste Soja, variedade ROS1 10
desconhecida
Alto Paraiso U. brizantha cv. Marandu ROB1 30
Soja, variedade ROS2 10
desconhecida
U. brizantha cv. Marandu ROB2 20
U. brizantha cv. Marandu ROB4 12
Nova Uniao/Ouro U. brizantha cv. Marandu ROB3 37
Preto do Oeste
Total: RO 119 0 0 0 0 0
Roraima Mucajai U. brizantha cv. Piata RRB1 2 1
U. brizantha cv. Piata RRB2 3 2
Soja cv. Tracaja RRS2
Boa Vista Caupi, variedade RRV1 8 1
desconhecida

(Continua na préxima pagina)

(Continuagéo de e-Xtra 2)

49



Bioma e Municipio Hospedeiros Populagoes Espécies do género Rhizoctonia identificadas por detecgao molecular

estado

R.solani R. solani R. solani R. oryzae R. zeae R. oryzae- Rhizoctonia
AG-1 1A AG-1 1D AG-1 1F sativae spp.
Roraima Boa Vista Caupi, variedade RRV2 3 31 1 4
desconhecida
Soja cv. Tracaja RRS1 1 43 1
Soja cv. Tracaja RRS1 2 17
Soja cv. Tracaja RRS2 33
B. brizantha cv. Piata RRB1 17
Canta Arroz, variedade RRA1 14
) desconhecida
Agua Boa Arroz, variedade RRAB 5
desconhecida
Total: RR 27 3 132 24 0 0 8
Cerrados
Mato Alto do Gargas Urochloa Hibrido Mulato Il MTB1 15
Grosso Primavera do Leste, B. brizantha cv. Marandu MTB2 4
Tesouro Urochloa Hibrido Mulato Il MTB3 48
Itiquira Urochloa Hibrido Mulato I MTB4 20
Total: MT 0 0 0 87 0 0 0
Varzeas
Vale do Pindamonhangaba,  Arroz cv. Puita VPPIN 8 15 3
Paraiba, Ponte alta
Sé&o Paulo Tremembé Arroz cv. Puita VPTR
Guaratingueta Arroz cv. Puita VPGT 3 8 4
Roseira Arroz cv. EPAGRI 117 VPRS 23
Taubaté Arroz cv. Puita VPTA 1 2 4
Total: SP 4 0 0 26 0 46 12
Total geral e totais por espécie identificada N= 517 161 3 132 147 7 46 21
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e-Xtra 3. Patogenicidade de isolados de Rhizoctonia spp. a Urochloa brizantha cv.

Piat3,
Espécie de Hospedeiro de origem Isolados Percentagem média de area foliar
Rhizoctonia Grupo infectada*
Experimento 1 Experimento 2
Rhizoctonia oryzae- Arroz cv. Puita RSC1 0,0 0,0
sativae
RSD3 0,0 0,0
RSE1 0,0 0,0
Ros (A) N=3 0,0d 0,0d
R. oryzae Arroz cv. Puita PIN A4 9,5 8,8
PIN A6 2,8 73
PIN A7 17,0 15,8
Wec(A) N=3 9,75 ¢ 10,6 c
R. solani AG-1 IF Soja cv. Tracaja RR-S1C8-2 2,5 1,5
RR-S1D3 6,3 3,8
RR-S1D5-2 2,5 1,8
AG-1IF(S) N=3 3,8cd 2,3 cd
R. solani AG-1 IA Urochloa brizantha cv. Marandu ROB3D7 83,8 78,3
ROB3D8 67,5 60,0
ROB4A1 90,3 77,8
ROB4A5 68,8 65,8
ROB4A7 63,0 67,5
ROB4A8 79,3 71,8
ROB4A9 39,5 42,5
ROB4B7 24,3 30,5
ROB4B8 84,8 89,5
ROB4C4 18,8 28,8
ROB4C5 93,3 83,3
ROB4D1 16,8 45,5
AG-11A(U) N=12 60,8 a 61,8 a
R. solani AG-1 IA Soja ROS1A6 81,3 68,5
ROS1A9 83,5 75,0
ROS1B8 33,8 24,8
ROS1D8 30,0 243
ROS2E1 40,0 43,0
ROS2E5 51,3 58,3
AG-11A(S) N=6 53,29 b 489 b
Média geral de severidade (%) N=27 38,05 37,4
Testemunha n&o inoculada N =1 0,00 0,0
Estimativas de F F tratamentos 51,02 27,24
p < 0,0001 < 0,0001
F blocos 0,31 0,12
p 0,81 0,95

*Média de quatro repeticbes/experimento. Médias seguidas de mesma letra, nas colunas apenas, néo sao

significativamente diferentes a p < 0,05 (pelos testes F e t de Student de contrastes entre grupos de isolados).
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e-Xtra 4. Gama de hospedeiros de isolados de Rhizoctonia solani AG-1 |IF da

soja e do feijao-caupi.

Percentagem média de area foliar

infectada nos hospedeiros*
Hospedeiro P

Fungo Grupo M0 prgry  Uoetlon  Mite  sarer G
Primavera  cy piata  Flintisa ~ 820RR %
Experimento 1
R. solani AG-1 IF Glycine max cv. RRS1A4.2 1,8 8,4 14,8 52,0 98,4
BRS Tracaja
RRS1A5.2 1,0 5,2 57,2 26,0 66,0
RRS1A6.2 0,4 6,8 48,4 47,0 73,6
RRS1A8.2 0,4 0,8 57,2 30,2 59,2
RRS1B4.2 0,8 0,2 38,6 38,8 74,0
RRS1B7.2 0,4 0,2 39,2 56,4 87,8
AG-1IF (S) N=6 0,8a 36b 426a 417a 765a
R. solani AG-1 IF Vigna unguiculata ~ RRV2A4.2 1,4 1,6 47,0 36,6 67,4
RRV2B5.2 0,8 8,8 65,8 63,8 60,4
RRV2B6.2 1,0 6,0 45,6 50,8 52,4
RRV2B7.2 0,6 4,4 38,2 71,2 62,0
RRV2C3.2 0,6 8,8 32,8 56,0 63,2
RRV2E6.2 0,4 6,0 68,6 3,2 92,8
AG-1IF (V) N=6 0,8a 59a 49,7a 469a 664a
Média geral de severidade (%) N=12 0,8 4.8 46,1 44,3 71,4
Testemunha n&o inoculada N=1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Estimativas de F F tratamentos 0,68 3,02 2,75 3,07 2,88
p 0,76 0,00 0,01 0,00 0,00
F blocos 1,15 1,05 0,72 0,91 1,58
p 0,34 0,39 0,58 0,47 0,19

(Continua na proxima
pagina)
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Percentagem média de area foliar
infectada nos hospedeiros*

e T R ey g e O
cv. Piata Flintisa 820 RR IT86D
(Continuagao de e- Experimento 2
Xtra 4)
R. solani AG-1 IF Glycine max cv. RRS1A4.2 2,6 9,8 65,8 49,0 92,4
BRS Tracaja
RRS1A5.2 2,2 52 55,0 26,0 59,8
RRS1A6.2 1,0 2,6 74,2 58,2 71,6
RRS1A8.2 0,4 1,0 34,8 11,0 30,2
RRS1B4.2 1,4 0,2 62,6 16,4 79,4
RRS1B7.2 1,0 0,2 51,8 17,8 56,0
AG-1IF (S) N=6 1,4 a 32b 574a 297a 649a
R. solani AG-1 IF Vigna unguiculata ~ RRV2A4.2 1,2 11,2 51,8 34,2 73,4
RRV2B5.2 0,8 13,8 70,2 25,6 70,0
RRV2B6.2 1,6 16,2 48,2 79,0 61,2
RRV2B7.2 0,8 10,8 42,2 50,2 67,4
RRV2C3.2 0,6 4,6 43,4 57,8 65,0
RRV2E6.2 0,6 4,4 73,6 2,0 91,6
AG-1IF (V) N=6 09a 10,2 a 549a 415a 714a
Média geral de severidade (%) N=12 1,2 6,7 56,1 35,6 68,2
Testemunha nao inoculada N=1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Estimativas de F F tratamentos 1,27 3,59 3,26 4,94 4,28
p 0,27 0,0008 0,0017  <0,0001  0,0001
F blocos 0,82 0,40 1,06 1,40 2,39
p 0,52 0,81 0,39 0,25 0,06

* Foram conduzidos experimentos distintos para cada hospedeiro testado. Média de cinco
repeticdes/experimento. Médias seguidas de mesma letra, nas colunas apenas, ndo sdo
significativamente diferentes a p < 0,05 (pelos testes F e t de Student de contrastes entre grupos de

isolados).
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CAPITULO 3 - Origin of emerging populations of the leaf blight and collar rot
pathogen Rhizoctonia solani AG-1 IA on urochloa pastures from Brazilian
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ABSTRACT - The fungus Rhizoctonia solani AG-1 |IA emerged in the early 1990s as
an important pathogen causing leaf blight and collar rot on pastures of the genus
Urochloa (signalgrass) in South America. This pathogen first emerged in Colombia in
areas where rice, a host highly susceptible to the fungus, was replaced with Urochloa
in response to increased demand for extensive livestock farming. Urochloa is an
extremely important forage grass crop for livestock farming in tropical Latin America.
In Brazil, the fungus was described as an Urochloa pathogen in 1999, but only
recently was reported as an important forage pathogen in the Amazon. In the present
study, the hypothesis that the emergence of this pathogen occurred due to host shift
or jump as a result of geographical overlapping of the host species was tested. The

specific goals of the study were a) to compare the level of genetic similarity among
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different host and regional populations of R. solani AG-1 IA infecting Urochloa, rice
and soybean; b) to determine the historical migration patterns of R. solani AG-1 |A
populations infecting these three hosts in Colombia and Brazil and to test the
hypothesis about the origin of the current populations infecting Urochloa in the two
countries; c¢) to reconstruct the phylogeographic history of R. solani AG-1 IA strains
infecting Urochloa, rice and soybean in Brazil and Colombia based on three nuclear
DNA loci (R44L, R68L and R116); d) to analyze the genetic structure of R. solani AG-
1 IA populations infecting Urochloa searching for evidence of sexual recombination;
and e) to characterize the pathogenicity of R. solani AG-1 |A from Urochloa and rice
searching for evidence of host specialization. To study the genetic structure of
populations, a total of 335 R. solani AG-1 |A isolates were sampled from fields of U.
brizantha, Urochloa hybrid Mulato, rice and soybeans in Colombia and Brazil. These
isolates were genotyped using nine microsatellite loci. The historical patterns of
migration of populations from different hosts indicated that the populations currently
infecting Urochloa in Colombia most likely originated from a population that originally
infected rice. In contrast, in Brazil a similar clear asymmetric pattern of historical
migration was not established because the migration rates among Brazilian R. solani
AG-1 |A populations from Urochloa, soybean and rice were all symmetric in
magnitude (average 20 migrants/generation). Multigene phylogeographic analysis
indicated that for both Brazilian and Colombian Urochloa-adapted populations of R.
solani AG-1 IA, the most likely ancestor originated from a population infecting rice. A
mixed reproduction system including both sexual reproduction and dispersal of
adapted clones characterized the R. solani AG-1 |A populations infecting Urochloa.
The pathogen isolated from Urochloa exhibited evidence of incipient host
specialization despite the fact that it has the ability to jump between Poaceae and
Fabaceae hosts.

Keywords: Gene flow, migration, phylogeography, origin of emerging pathogens in

agriculture, reproduction system
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INTRODUCTION

The fungus Rhizoctonia solani anastomosis group 1 IA (AG-1 IA) emerged in
the early 1990s as an important pathogen causing leaf blight, collar rot and death of
Urochloa (formerly classified as Brachiaria (91)) pastures in South America (21). This
fungus emerged for the first time in Colombia in areas where rice crops, a host highly
susceptible to the fungus (40,51), were replaced by Urochloa (i.e., signalgrass) in
response to a growing demand for extensive livestock farming. Urochloa is a forage
grass of great importance in tropical Latin America, where it is cultivated on
approximately 160 million hectares in Brazil alone (42,43). R. solani AG-1 IA was
described as an Urochloa pathogen in Brazil in 1999 but was only recently reported
as an important forage grass pathogen. This pathogen specifically attacks U.
brizantha cv. Marandu in the states of Acre, Maranhdo, Northern Mato Grosso,
Rondénia, Southern Para and Tocantins, all of which located in the Amazon region
(24,93,95).

STUKENBROK & MCDONALDS (85) proposed that the high homogeneity
associated with the large extension of agroecosystems promotes the emergence,
propagation and dispersion of plant pathogens and contributes to the development of
large pathogen populations and to the evolution of their virulence. The two main
Urochloa species grown in Brazilian pasture agroecosystems, U. brizantha and U.
decumbens, in addition to forming extensive monocultures with few varieties, are
composed of apomictic ecotypes (23). This implies that these grasses predominantly
reproduce asexually, resulting in high population homogeneity of the established
pasture populations. This genetic uniformity exposes the agroecosystem and its
components to very high selection pressure, thereby increasing the risk of
emergence of new pests and/or diseases. This may result in the loss of highly
susceptible varieties, as reported for U. decumbens in the Amazon region (81).

There are no conclusive indications in historical or scientific reports that the
pattern of emergence of R. solani as a pathogen of Urochloa pastures in Brazil is
similar to the pattern observed in Colombia, where R. solani emerged in areas where
rice was previously cultivated. However, the emergence of R. solani as an Urochloa

pathogen may also have resulted from pasture expansion into adjacent areas or into
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areas previously cultivated with pathogen-susceptible hosts such as rice, cowpea
and soybean (22,29,67).

Considering the favorable conditions that exist for the disease within the
Amazon region, it is possible that R. solani strains that cause Urochloa leaf blight and
death can potentially adapt to local agroecosystems and thereby become a serious
threat to forage production in the Brazilian Amazon because the local Urochloa
varieties are susceptible to the pathogen.

R. solani occurs in foci and causes leaf blight, collar rot and death of Urochloa
clumps (2,83,92). Although the losses have not been accurately quantified, extensive
damage on Urochloa due to leaf blight have been reported in both Brazil and
Colombia (2,24). Reports on the etiology of the disease indicated that it is caused by
more than one R. solani AG. In fact, R. solani, an anamorph stage whose teleomorph
is the basidiomycete Thanatephorus cucumeris, is a complex fungal species
consisting of several anastomosis groups (AGs) (14). Urochloa is the host to two
different R. solani AGs: AG-1 |A and AG-1 IB (8). Both AG-1 IA and AG-1 IB produce
abundant sclerotia in infected tissue. However, AG-1 |A produces larger sasakii-type
sclerotia; these sclerotia are between 1 and 6 mm in diameter and are generally not
air-dispersed (86,101). In contrast, AG-1 IB produces microsclerotia, allowing the
pathogen to be air-dispersed (34,97).

In the first study describing the reaction of Urochloa species to the leaf blight
disease in Colombia (47), R. solani AG-1 IA was most likely the pathogen used as
inoculum because the isolate produced large sclerotia, probably of the sasakii-type.
The existing reports describing the occurrence of R. solani in Amazon pastures in
Brazil do not specify which AGs were associated with Urochloa (24,95). Recently,
GAINO et al. (33) reported the association of AG-4 HGI with Urochloa in
Paragominas in Para state. A broad survey performed by our research group
indicated that R. solani AG-1 IA was the sole pathogen responsible for Urochloa leaf
blight and death in the Colombian Llanos (17) and in the Brazilian Amazon,
especially in Rondénia (18).

R. solani AG-1 |A is considered an important pathogen with worldwide
distribution, affecting a wide range of host crops (45,75). In South America, AG-1 IA

causes leaf blight on rice (9,15,22), banded leaf spot and leaf blight on corn (the
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latter is apparently restricted to Venezuela (13,76)), leaf blight on soybeans (29) and
web blight on cowpea (67). Although R. solani AG-1 IA is associated with a wide
range of hosts, recent studies indicated that sympatric populations of isolates
infecting Poaceae or Fabaceae represent two phylogenetically well-defined sister
groups and that selection for host specialization most likely resulted in the observed
divergence between the populations (6,19). The ecology of the survival and dispersal
of R. solani AG-1 associated with Poaceae has been widely studied. In general, R.
solani AG-1 |IA survives as mycelia and sclerotia on plant seeds and in soil.
Repeated infection cycles increase the inoculum level in soil (70), and the common
practice of sharing equipment between different cultivation areas plays an important
role in dispersal of the inoculum to contiguous fields and plantations. The dispersal of
inoculum associated with weeds may also play an important role in dissemination of

the pathogen among different crops (8).

Although the formation of basidiospores of R. solani has been observed in
paddy rice fields in several countries (40,45,64,71), the role of sexual spores in the
disease cycle was not fully understood until recently. Because the reproduction of the
fungus was considered to be host dependent, R. solani AG-1 |A was believed to be
asexual in Poaceae, with mycelium and sclerotia as the primary inoculum sources
(49,70); in contrast, reproduction was thought to be sexual in Fabaceae, with
predominance of T. cucumeris basidiospores in the disease cycle (29,45). However,
evidence from population genetic studies of R. solani AG-1 |A adapted to Poaceae in
China, India, South America (Venezuela) and the USA (Texas and Louisiana) has
challenged the view that reproduction of the fungus on Poaceae is always asexual.
The results of these studies were consistent with the idea that the fungus
reproductive system varies from strictly recombinant, predominantly sexual or mixed,
characterized by recombination events followed by clonal propagation during the
crop season (6,7,36,52,80). These evidences indicates that basidiospores constitute
an important part of the life history of the fungus and that they contribute to the

genetic diversity of field populations of R. solani AG-1 IA .

In the present study, the following questions were addressed: What is the

genetic relationship among pathogen populations adapted to Urochloa, rice and
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soybean in Colombia and Brazil? Are the R. solani AG-1 |IA populations adapted to
Urochloa, rice or soybean genetically differentiated? What is the origin of the
R. solani AG-1 |A populations adapted to Urochloa? To answer these questions we
aimed to determine the levels of historical migration and contemporary gene flow
between sympatric pathogen populations adapted to Urochloa and those adapted to
rice or soybean from the same geographical region. Using nine microsatellite
markers, classical analyses of genetic diversity within and between populations were
performed to identify migration patterns, to determine the origins of Urochloa-adapted
populations and to clarify the main reproductive system of R. solani AG-1 |A in each
region. We also searched for evidences about the origin of the Urochloa-adapted
populations of R. solani AG-1 |IA using coalescent analysis coupled with ancestral
reconstruction and discrete phylogeography using three nuclear DNA loci.
More specifically, the goals of the present study were the following:
a. To determine the genetic and genotypic diversity of different sympatric host
populations and allopatric regional populations of R. solani AG-1 IA infecting

Urochloa, rice and soybean in Colombia and Brazil.

b. To compare the level of subdivision between host and regional populations of R.

solani AG-1 A populations infecting Urochloa, rice and soybean.

c. To detect the historical patterns of migration among R. solani AG-1 |A populations
infecting Urochloa, rice and soybeans in Colombia and Brazil to test the
hypothesis about the origin of the populations currently infecting Urochloa in the

two countries.

d. To analyze the genetic structure of R. solani AG-1 |A populations infecting

Urochloa searching for evidences of sexual recombination.

e. To reconstruct the phylogeographic history of R. solani AG-1 |IA lineages adapted
to Urochloa, rice and soybeans from Brazil and Colombia based on three nuclear
DNA loci (R44L, R68L and R116).

f. To determine whether adaptation to Urochloa spp. promoted phenotypic

differences in the aggressiveness of R. solani AG-1 isolates to different hosts.

The following hypotheses were tested:
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. Geographical populations of R. solani AG-1 |A from Urochloa are genetically

homogeneous or undifferentiated.

b. R. solani AG-1 |A populations from different hosts (Urochloa, rice and soybean)

are genetically homogeneous.

c. R. solani AG-1 A populations currently infecting Urochloa originated from

historical migration from populations adapted to rice or soybean.

o

. R. solani AG-1 |A populations infecting Urochloa reproduce sexually.

e. R. solani AG-1 |A populations infecting Urochloa, rice and soybean in Brazil and
Colombia share multigene lineages, indicating a common origin for these

populations.

f. The pathogen populations adapted to Urochloa spp are not host-specialized.

MATERIALS AND METHODS

Sampling and isolation of Rhizoctonia solani AG-1 |IA populations from
Urochloa, rice soybeans grown in Colombia or in Brazil. Population samples of
R. solani AG-1 IA were collected between 2010 and 2013. A total of 204 fungal
isolates were obtained from the Llanos region of northeast Colombia. Three
sympatric populations of R. solani AG-1 |A were sampled from Puerto Lopez and
Villavicencio counties, in Meta State: one infecting Urochloa brizantha cv. Toledo
(COL_BBT), one infecting Urochloa hybrid Mulato (COL_BHM) and one infecting rice
(COL_OS) (Table 1).

In Brazil, a total of 146 fungal isolates were obtained from sampling at three
different locations in Rondénia state. Four sympatric populations were collected in
Alto Paraiso, Nova Unido and Itapua d'Oeste counties: one infecting soybean
(population RO_S) and three infecting U. brizantha cv. Marandu (RO_B1, RO_B2
and RO_B3). One allopatric population was sampled from rice in Roraima state
(RR_R) (Table 1).

Samples of infected plants showing symptoms of Urochloa leaf blight, rice
sheath blight or soybean foliar blight were collected from six to eight foci per row

(with approximately 10 m between each infection focus) in a total of five rows per
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field. The goal was to obtain approximately 30 - 40 isolates per population. Isolation
and preservation of the fungal isolates were performed as previously described (20).
Isolation was performed by placing fragments of the infected leaves into petri dishes
containing the modified Ko & Hora selective medium (48) and incubating at 25°C in
the dark. Pure cultures of R. solani were established by transferring hyphal fragments
obtained following 24 to 48 hours growth in the selective medium into potato-
dextrose-agar medium containing 50 pg/mL chloramphenicol and streptomycin.
Sclerotia from five-day-old cultures of each isolate were transferred to 1.8-mL
cryotubes containing anhydrous silica gel for long-term storage at -20°C following 10
days incubation at 25°C (20).

Fungal mycelium production, DNA extraction and identification of R. solani
anastomosis groups. Fungal mycelium was grown in 30 mL potato dextrose broth
(18.5 g/L) for four days with stirring, after which the culture was freeze-dried for
approximately 48 h. Fungal DNA was extracted using the GenElute kit (Sigma-
Aldrich, Germany) according to the manufacturer's instructions. The anastomosis
group of each isolate was determined through selective amplification of a fragment of
the fungal 28S ribosomal DNA (rDNA) by polymerase chain reaction (PCR) using
specific primers designed for R. solani AG-1 |A using the R. solani AG common
primer (forward) 5-CTCAAACAGGCATGCTC-3', and the R. solani AG 1- |A specific
primer (reverse) 5-CAGCAATAGTTGGTGGA-3'(20,57).

Genotyping of R. solani AG-1 IA isolates using SSR markers. R. solani AG-1 |IA
isolates were genotyped using nine co-dominant microsatellite (SSR) markers
representing nine previously described polymorphic loci (102). All forward primers
were designed to contain a 5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3' (M13F) tail. Each SSR
locus was labeled with a fluorescent dye by adding to the PCR an extra primer
containing a sequence similar to the M13F primer that was labeled with one of the
following fluorophores: 6-FAM, NED, VIC or PET (Life Technologies, USA)
(SCHUELKE, 2000). The PCR reactions were performed separately for each SSR
locus in 20 uL final volume. Each reaction contained approximately 5 yL genomic
DNA (final concentration between 5 and 15 ng/uL), 2 pyL of 10x buffer, 0.4 mM
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dNTPs, 0.3 uM of each primer, 0.5 uM of fluorophore-labeled M13F and 1 unit of Taq
polymerase (Sigma-Aldrich, Germany). For all sets of primers, the PCR program
included an initial denaturation step at 94°C for 3 min followed by 30 cycles of
denaturation at 95°C for 35 seconds, annealing at 55°C for 30 seconds and
extension at 72°C for 40 seconds and a final extension step at 72°C for 8 min.
Fragment analysis of the amplified PCR products was performed by Macrogen,
South Korea, using an ABI 3700 sequencer (Applied Biosystems, USA) and
GeneScan 500 Liz as an internal size standard (Applied Biosystems, USA) according

to the manufacturer's instructions.

Analysis of contemporary population genetic structure. For all analyses, R.
solani AG-1 IA was assumed to be a heterokaryon or functional diploid. The data

obtained were analyzed in accordance with this assumption.

Genotypic diversity. The multilocus SSR genotype for each isolate was determined
using GenoDive software (60). Isolates exhibiting the same multilocus SSR genotype
were considered members of the same clonal lineage. The following indices of
genotypic diversity were determined: (a) number of genotypes per population; (b)
population-specific genotypes; and (c) clonal fraction or percentage isolates
originated through asexual reproduction, calculated as 1- (number of different
genotypes)/(total number of isolates); (d) Go, the effective number of genotypes and
their (e) evenness (103). The statistical significance of differences in genotypic
diversity between each pair of populations was tested using bootstrap resampling
with 1000 permutations (sub-sampling to match the size of the smaller population
with 19 individuals). Individuals of each population were resampled, and diversity

indices were calculated and compared following each run (54).

Gene diversity and allelic richness. Clone-corrected data were used for these
analyses, retaining only one unique individual of each multilocus microsatellite
genotype per population.

Allelic richness was estimated for each R. solani AG-1 |A population as the

average allele number per locus using rarefaction (25). Rarefaction uses the allele
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frequency of a given locus to estimate the number of alleles that could occur at that
locus in smaller samples, standardizing the measure according to the smallest-sized
population (68,69).

Differences in allelic richness between different groups of populations were
tested using FSTAT 2.9.3.2 software (37). P values for the significance of differences

between pairs of means were obtained with 1000 permutations.

Genetic differentiation among populations. The level of population subdivision
and the distribution of gene diversity between sympatric host populations and
allopatric regional populations of R. solani AG-1 |IA adapted to Urochloa, rice or
soybean was determined by performing a hierarchical analysis of molecular variance
(AMOVA) (27,98). The AMOVA was performed by subdividing the variance
components into variance between populations, variance within populations and
variance within individuals. The significance of the fixation index (Rsr, based on the
squared size differences between alleles for SSR microsatellite loci) was tested using
a non-parametric approach (27) with 1000 permutations using ARLEQUIN 3.11
software (28). Differentiation between populations was determined by calculating the
pairwise fixation indices (®Psr, analogous to Rsr). A null @t distribution, under the
hypothesis of no differentiation between two populations, was obtained by haplotype
permutation between population pairs using ARLEQUIN 3.11. Genetic differentiation

between population pairs was considered significant at P < 0.05.

Hardy-Weinberg equilibrium and gametic disequilibrium tests. To assess the
relative contribution of recombination to the genetic structure of the R. solani AG-1 I1A
populations, associations within and between loci were investigated using the Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE) and multilocus association tests, respectively. HWE
examines the random association of alleles within each locus and tests the genotype
frequencies that would be expected assuming HWE against those observed in the
sample (39) for each population. A test analogous to Fisher's exact test was used
(38). P values were obtained using the Markov chain Monte Carlo (MCMC) method
using ARLEQUIN 3.11, thereby generating an exact probability distribution not
biased by rare alleles or small sample size (28). The mean inbreeding coefficient
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(Fis) across all loci was calculated for each population (99) to check for significant
heterozygote deficit or excess relative to HWE predictions, with 1000 permutations in
ARLEQUIN 3.11. Associations between loci were examined using two gametic
disequilibrium tests. The first test was the proportion of pairs of loci in gametic
disequilibrium determined using Fisher's exact test (35) based on the MCMC
algorithm, with 1000 randomizations, in GENEPOP 3.4 software (79). A pair of loci
was considered to be in gametic disequilibrium or linkage disequilibrium when the
resulting P values were equal to or less than 0.05 following Bonferroni correction for
multiple comparisons (10). The second gametic disequilibrium test used to examine
associations between loci was the multilocus association index (rp) for each
population (58), a traditional measure of multilocus linkage disequilibrium, corrected
for the total number of loci. The significance of rp values was tested with 1000
randomizations using both MULTILOCUS 1.3 software (1) and the poppr 1.0.5 R
package (46). The null hypothesis of complete panmixia, i.e., no linkage between

pairs of loci, was tested within each population.

Test for admixture or hidden population structure. The deviations from HWE and
gametic disequilibrium observed in some R. solani AG-1 |A populations could be
caused by the Wahlund effect; this could occur, for example, when there is genotype
mixture between populations. To determine whether the sampled individuals were
immigrants relative to their reference geographical populations, STRUCTURE v.2.2
software was used (78). Ten runs with 100,000 generations burn in and simulations
with 1,000,000 MCMC iterations for each run were performed. The membership
coefficient for each sampled genotype was determined by setting each of the eight
different reference geographical or host populations as the potential population of
origin of the genotypes (k = 8 populations was also the most likely number of groups)

considering an admixture model with lambda = 0.63, defined a priori.

Historical migration. Historical migration rates among R. solani AG-1 |A populations
from Brazil and Colombia were estimated using a Bayesian method based on
coalescent theory as proposed by BEERLI & FELSENSTEIN (5). This method

permits estimation of the effective population size or theta (8) (6 = 4Ney for diploids,
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where Ne is the effective population size and p is the mutation rate of each locus)
and the asymmetric historical migration rate (M = 4Nm, where Nm is the number of
migrants per generation) between two populations, indicating the likely migration
route of the pathogen. The three R. solani populations from Urochloa from Brazil
were combined into a single population to decrease the number of parameter pairs to
be estimated. Historical migration between populations was estimated using
MIGRATE 3.0.3 software (5) and 10 runs with 1,000,000 iterations per run. The run

with the highest likelihood was chosen to represent the migration pattern.

Origin and historical phylogeography of R. solani AG-1 IA multigene lineages.
Three nuclear DNA loci [R44L, R68L and R116L; CIAMPI et al., 2009] were
sequenced from R. solani AG -1 |A isolates belonging to different multilocus SSR
genotypes obtained from different host populations at two sites: from Urochloa and
rice from Colombia (N = 26 haplotypes) and from Urochloa and soybean from Brazil
(N = 30 haplotypes). Our hypothesis was that R. solani AG-1 |A populations from
different hosts share multigene lineages, indicating a common origin of these
populations. The sequences were aligned using Geneious software (URL:

http://www.geneious.com). Because R. solani AG-1 |A is heterokaryotic (N+N nuclear

condition), the different phases of the heterogeneous sequences obtained were
analyzed using the algorithm implemented in PHASE 2.1.1 software (84) to infer and
recover the alleles for each individual genotype. To meet the assumptions of the
phylogenetic analysis, four neutrality tests of the molecular markers used were
performed: Ewens-Watterson (26,96), Chakraborty (16), Tajima's D (87), and Fu and
Li's FS (32). The best-fit nucleotide substitution model was determined using the
hierarchical likelihood ratio test (ML) in MEGA 5.0 software (88).

The phylogeographic history of multigene lineages of R. solani AG-1 IA
infecting Urochloa, rice and soybean was reconstructed through ancestral
reconstruction/discrete phylogeography coalescent analysis using BEAST 2.0
software (11). The phylogenetic relationships between lineages were determined
through a coalescent Bayesian approach using the Metropolis-coupled Markov Chain
Monte Carlo method (MCMCMC) with 100,000,000 generations. Ten different runs

were performed with the same number of generations. The run with the highest
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likelihood was chosen to represent the phylogeographic history of the lineages, and
the maximum clade credibility tree was determined using the Tree-Annotator module
of BEAST 2.0 (11).

Cross-pathogenicity of R. solani AG-1 to Urochloa and rice. Twelve R. solani
AG-1 |A isolates obtained from Urochloa and 12 isolates obtained from rice were
selected to test their cross-pathogenicity to rice cv. Fedearroz 50 and to U. brizantha
cv. Toledo. Control rice and Urochloa plants that were not inoculated with the
pathogen were also included in the assay.

Rice and Urochloa were sown in plastic pots containing a soil and sand mix
(2:1) and fertilized with one gram of 15-15-15 (NPK). Seeds were surface-sterilized
with sodium hypochlorite for 20 minutes prior to sowing. Four seeds were sown in
each pot. Following germination, one plant was left per pot. The two hosts were
inoculated with the 24 isolates. A complete randomized block design with three
replicates was used. The experiment was repeated once.

Inoculation with R. solani sclerotia was performed when the plants exhibited
four leaves. The inoculum was applied to the initial portion of the last or second-to-
last leaf of the main tiller. The infected plants were kept in a phytotron under high
humidity (95%) with daytime temperatures between 25 and 27°C. Evaluation was
performed six days after inoculation on rice and 12 days after inoculation on
Urochloa measuring the maximum tiller lengths and the lesion lengths at the tiller. A
disease index was calculated according to the following equation: length of the lesion
at the tiller/maximum tiller length multiplied by nine (44). To detect evidence of host
specialization, an standard analysis of variance followed by a planned a priori
contrast analysis between groups of isolates was performed using SAS 9.1 software
(SAS System for Windows, SAS Institute, Cary, North Carolina, USA).

Pathogenicity of R. solani AG-1 IA from Urochloa to Fabaceae. Whether R.
solani AG-1 |A isolates adapted to Urochloa spp. maintain a wider range of hosts that
includes Fabaceae species was tested. Twelve R. solani AG-1 |A isolates from U.
brizantha cv. Toledo and 12 additional isolates obtained from the Urochloa hybrid
Mulato were used to infect two Fabaceae species: cowpea cv. IT86D-719 (65) and

soybean (66). Two different experiments were performed, one for each host. The
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experiments were set up, conducted and evaluated similarly to previous studies
(6,36). The experiments used a complete randomized block design with five
replicates and were repeated at least once. Disease severity was evaluated by
photographing at least one infected leaf per plant. The level of disease severity was
determined measuring the diseased leaf area using the image analysis software
ASSESS (ASSESS: Image Analysis Software for Plant Disease Quantification, L.
Lamari, Department of Plant Science, University of Manitoba, Winnipeg, Manitoba,
Canada). An analysis of variance followed by planned contrast analysis for

comparisons between groups of isolates was performed as previously described.

RESULTS

Genetic and genotypic diversity. One hundred eighty different multilocus
genotypes were found among the 350 isolates analyzed (Table 2). Although the
majority (172 of 180) of the multilocus genotypes were site specific, three were
shared by Urochloa and rice fields in Colombia, and five were shared by Urochloa
and rice fields in Brazil. In Colombia, two genotypes were shared by U. brizantha cv.
Toledo (COL_BBT) and Urochloa hybrid Mulato (COL_BHM) populations, and one
was also shared with the rice population (COL_OS). In Brazil, five genotypes were
shared between RO _B1 and all the remaining populations, including the allopatric
rice population RR_R from Roraima. No genotype was shared with the soybean
population (RO_S). In addition, no genotypes were shared between populations from
Colombia and Brazil.

The effective number of genotypes, a measure of genotypic diversity, was
higher for soybean (RO_S) and Urochloa (RO_B1) populations, which exhibited
genotypic diversity Go of 17.34 and 16.47, respectively, and were significantly
different from those of the Colombian populations. The three populations with the
lowest genotypic diversity were COL_BBT, COL_BHM and COL_OS, which exhibited
Go values ranging from 4.13 to 5.27.

The clonal fraction varied from very low (0.05 for soybean population RO_S) to
very high (0.74 for U. brizantha cv. Toledo population COL_BBT). Evenness varied
from 0.23 for population COL_OS to 0.88 for population RO_B1 and 0.96 for
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population RO_S. In general, the genotypes found in the rice population COL_OS
were not uniformly distributed, whereas a more even distribution of genotypes was
detected for the Urochloa RO_B1 and soybean populations. The average allelic
richness of the eight populations was 3.50. Allelic richness was not significantly
different among populations originating from soybean or Urochloa in Brazil and
Colombia (AR ranging from 3.29 to 4.33). Populations COL_OS and RR_R, both
from rice, exhibited lower allelic richness than the remaining populations (AR = 2.56
to 2.78) (Table 2).

Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) and gametic disequilibrium. All nine
microsatellite markers were polymorphic. A significant deviation in the number of loci
in HWE was observed for most of the R. solani AG-1 |A populations sampled; only
two to four loci were in HWE in the populations COL_BBT, COL_BHM, COL_OS,
RO_B1, RO_B3 and RR_R (Table 3). In contrast, most of the loci were in HWE in the
RO_S and RO _B2 populations. Inbreeding was not observed in any of the
populations given that the mean Fs coefficients per population were not significantly
different from zero (Table 3). In contrast, gametic disequilibrium between loci was
observed in all populations (rp significant at P < 0.001). The proportion of pairs of loci
in gametic disequilibrium varied between 0.15 (RR_R) and 0.57 (COL_BHM) (Table
3).

Genetic differentiation among R. solani AG-1 IA populations from Urochloa,
soybean and rice in Brazil and Colombia. The overall fixation index Rst of 0.145
(P < 0.001) indicated differentiation among geographical- and host-distinct
populations of R. solani AG-1 IA from Urochloa, soybean and rice from Brazil and
Colombia. Evidence of a significant subdivision between most R. solani AG-1 |A
population pairs was detected. In contrast, populations COL_BHM, RO B1 and
RO_B3 from Urochloa did not exhibit genetic differentiation from each other,
indicating gene flow over short and long distances. No differentiation was observed
between the R. solani AG-1 IA populations COL_BHM from Urochloa and COL_OS

from rice (Table 4).
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Test for admixture or hidden population structure. Overall, 29% admixture was
detected for sympatric (from the same region) and allopatric (from different regions)
populations of R. solani AG-1 |IA from Urochloa, rice and soybean from Brazil and
Colombia. This corresponded to 52 genotypes that could have originated from
populations different from their reference populations (Fig. 1). The degree of
admixture varied from a minimum of 6% for population RO_S (only one admixed
genotype) to a maximum of 63% for RO_B3 (equivalent to 14 admixed genotypes). In
fact, all populations sampled from Urochloa exhibited a high proportion of admixed
genotypes. No admixed genotypes were observed in R. solani AG-1 |IA populations
infecting rice in either Colombia or Roraima, Brazil. Population COL_BBT exhibited
two admixed genotypes, which were attributed to the rice population. Population
RO _B1 exhibited five mixed genotypes; these were attributed to the soybean

population.

Historical migration. No significant differences were observed in the population size
estimates of Brazilian and Colombian R. solani AG-1 IA populations infecting
Urochloa, rice and soybean (Table 5). High asymmetry in historical migration rates
among different geographic and host populations was observed. The migration rates
of the R. solani AG-1 |IA population infecting rice (COL_OS) to the two Urochloa
populations (COL_BBT and COL_BHM) (84sMs_4+ = 98.1 and 6sMs_5 = 30.1) were
significantly different. Similarly, migration rates in the opposite direction, i.e., from
populations COL_BBT and COL_BHM to COL_OS, also differed significantly (64Ms_¢
= 27.5 and 6sMs_ = 1.3) (Table 5). Moreover, whereas the migrant exchange
between populations COL_OS and COL_BBT was asymmetric, with a ratio of
approximately 4:1, higher asymmetry between populations COL_OS and COL_BHM
was observed. Population COL_OS contributed 23 times more migrants to population
COL_BHM than it received from that population. The rates of migration towards the
Brazilian R. solani AG-1 IA population infecting Urochloa (RO_B) from all the
remaining five populations were similar (81My_ varied between 15.1 and 26.9
migrants/generation). This indicates that population RO_B from Urochloa received
similar proportions of migrants from all of the remaining populations sampled either in

Brazil or in Colombia. Population RO_B asymmetrically contributed significantly more
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migrants to four of the five populations sampled (6xM;_x varying between 53.1 and
82.3, equivalent, on average, to four times more migrants). As an exception, this

population contributed only 1.3 migrants/generation to population COL_OS.

Origin and historical phylogeography of R. solani AG-1 IA multigene lineages.
The neutrality tests performed indicated neutral evolution for the combination of the
three loci (R44L, R68L and R116L) in the four pathogen populations (Table 6). The
coalescent Bayesian phylogenetic maximum clade credibility tree indicated the
occurrence of two main phylogenetic clades, A and B, with posterior probability
support values higher than 99% for group A and 92% for group B (Fig. 2). The
phylogeographic analysis indicated that the most likely common ancestor of both
clades originated from a rice population (shown in purple in the figure). Clade A,
which was older, originated at 0.65 coalescence units, whereas clade B, which was
more recent, originated at approximately 0.34 coalescence units. Within clade A, the
results supported subdivision into two subclades according to the geographic origin
of the R. solani AG-1 |A isolates. The monophyletic subclade A-1 grouped the
isolates sampled in Brazil from soybean and Urochloa. The paraphyletic subclade A-
2 grouped isolates from rice and Urochloa sampled in Colombia, whereas the
monophyletic clade B included mainly rice and Urochloa isolates from Colombia but

also soybean and Urochloa isolates from Brazil.

Cross-pathogenicity of R. solani AG-1 in Urochloa and rice. R. solani AG-1 |A
isolates from Urochloa were more aggressive to Urochloa than the rice isolates,
indicating incipient host specialization (Table 7). No significant difference in

aggressiveness between the two groups of isolates was observed on rice.

Pathogenicity to Fabaceae of R. solani AG-1 IA isolated from Urochloa. The two
groups of R. solani AG-1 IA isolates from Urochloa [from U. brizantha cv. Toledo
(BBT) or Urochloa hybrid Mulato (BHM)] were highly aggressive on cowpea and on
soybean (Table 8).
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DISCUSSION

This study provides the first detailed analysis combining both population
genetic structure and phylogeographical approaches to describe the emergence of R.
solani AG-1 |A as the Urochloa leaf blight and collar rot pathogen from Colombia and
Brazil. The populations of R. solani AG-1 |A from Urochloa were sampled from Meta
state in the Colombian Llanos and from Rondénia in the Brazilian Amazon, where a
high number of disease foci were observed on forage grass pastures. In addition to
these populations, sympatric populations of R. solani AG-1 |A from rice in Colombia
and from soybean in Rondbnia, as well as from one allopatric rice population in
Roraima, were included to test hypotheses about the origin of the Urochloa pathogen
populations.

Firstly, we tested the hypothesis that geographical and distinct host
populations of R. solani AG-1 IA from Urochloa, rice and soybean are genetically
homogeneous and therefore are not subdivided or differentiated (Table 4). Although a
contemporary subdivision between the R. solani AG-1 |A populations obtained from
Urochloa in Colombia was detected (COL_BBT and COL_BHM; Table 4), the level of
subdivision was relatively low (Rsr = 0.06) compared to the remaining pairs, which
were significantly differentiated. The high number of admixed genotypes between
these two Urochloa populations (nine shared genotypes, representing 33 to 42%
admixture; Fig. 1) indicated dispersal of pathogen genotypes between them,
supporting the hypothesis of contemporary gene and genotypic flow. Moreover,
contemporary gene flow between COL_BHM and the population COL_OS sampled
from rice in the same region was observed (Rsr = 0.001NS). In addition, historical
migration between the sympatric R. solani AG-1 IA populations from rice and
Urochloa in Colombia was observed. Population COL_OS contributed between 30
and 98 migrants/generation to the two populations adapted to Urochloa. In particular,
high asymmetry (approximately 4 to 23 times more migrants) was detected in the
historical migration from COL_OS to COL_BBT or to COL_BHM, respectively. The
high rate of unidirectional historical migration from COL_OS to COL_BHM possibly
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explains why these two populations are still not genetically differentiated. It is
therefore likely that populations of R. solani AG-1 |IA currently infecting Urochloa in
Colombia derived from an R. solani AG-1 |A population infecting rice. This hypothesis
is supported by the results of the phylogeographic analysis, which indicated that the
most likely common ancestor for the R. solani AG-1 IA populations currently infecting
Urochloa in Colombia and Brazil most likely originated from rice populations (Fig. 2).

In Brazil, no asymmetric migration route towards the population RO_B from
Urochloa in Rondénia was detected as clearly as those observed for the Colombian
populations. Population RO_B received a similar proportion of migrants (between 15
and 27 migrants/generation) from all of the remaining sampled pathogen populations,
including those from soybean and rice in Brazil and from Urochloa and rice in
Colombia. Besides, population RO_B contributed four times more migrants (between
53 and 94 migrants/generation) to most pathogen populations except COL_OS.

The most plausible explanation for the high historical and contemporary long-
distance gene flow observed, especially between Urochloa-adapted R. solani AG-1
IA populations from Brazil and Colombia, may be the extensive long distance
dispersal of the pathogen associated with infected seeds. Such dispersal would be
favored by the intense exchange of seeds between the two countries. Brazil is
considered the highest worldwide producer and exporter of tropical forage plants
seeds including Urochloa, exporting to more than 20 countries. Forage seed export
represents an income of approximately US$250 million/year (94). Although there is
legislation regulating and establishing norms and standards for the production of
forage seeds (62), the health quality of Urochloa seeds produced in Brazil is
considered low, thus favoring the dispersal of several pathogens, including R. solani
AG-1 IA (30,53). As an example, the frequency of Rhizoctonia in commercial seed
lots of Urochloa varied between 7.7 and 22.9% of the lots analyzed in 2004 and 2006
cropping seasons, with an average incidence of approximately 1% of infected seeds
(56).

How can one explain the high historical migration of the R. solani AG-1 |A
population from Urochloa (RO_B) to populations of other hosts, such as soybean
(RO_S) and rice (RR_R), in Brazil? Two particular characteristics of the extensive

Urochloa cultivation in Brazil are believed to have facilitated both an increase in
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pathogen population adapted to Urochloa and its dispersal to other hosts on adjacent
plantations. Historically, the expansion of grass pasture cultivation, such as that of
Urochloa in the Amazon region, led to the occupation of vast extensions of territory
overlapping areas cultivated with rice or soybean (77). In addition, the cultivation of
pastures of the genus Urochloa exhibits spatial and temporal continuity throughout
the year (4,82), possibly providing a continuous reservoir of inoculum for plant
pathogens associated with adjacent crops (55).

From an ecological point of view, the extensive cultivation of Urochloa in Brazil
results in increased connectivity between pathogen populations beyond macro-
geographical borders and a consequent increase in the dynamics of diseases in the
remaining hosts. The possible evolutionary and epidemiological consequences of this
high degree of connectivity include higher probability of accelerated evolution of the
pathogen and increased risk of the disease becoming endemic or pandemic
(12,90,104). In fact, the connectivity between agricultural crops and natural
components of rural landscapes has the potential to positively affect disease
dynamics (dissemination and severity) as well as the evolution of plant pathogens in
agroecosystems; consequently, it may increase the rate at which new pathotypes
emerge (12).

Plant disease management using agricultural landscape ecology concepts that
relate environmental spatial patterns to ecological and epidemiological processes
can provide strategies for decreasing the connectivity between agricultural crops
(63,73,74). The main goal of agro-ecological management of plant diseases is to
stimulate spatial or time heterogeneity through habitat fragmentation or through
fragmentation of agricultural landscapes, thereby limiting the dynamics of disease
spread and the propagation of plant pathogens among host populations (63,73,74).
Proposals of this type demand that the scale of application of disease management
strategies be elevated from the simple field level to the level of complex agricultural
landscapes. Given the magnitude of pasture cultivation in Brazil, the proposal of
decreasing connectivity between susceptible host populations of R. solani AG-1 IA
(including rice, soybean, cowpea, and Urochloa pastures) in agricultural landscapes
with the goal of limiting the dynamics of pathogen populations between crops,

although theoretically sound, is currently impracticable in South American
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agroecosystems.

We favor the hypothesis that the emergence of Urochloa leaf blight in
Colombia most likely occurred through host shift (85). Moreover, the considerable
magnitude of pathogen migration between Urochloa and soybean populations in
Rondénia, Brazil (Table 5), and the pathogen's ability to infect other Fabaceae such
as cowpea and soybean (Table 8), suggests that R. solani AG-1 |IA also has the
ability to jump between hosts (85).

Incipient ecological adaptation of the R. solani AG-1 IA populations adapted to
rice and Urochloa in Colombia could explain the relatively low contemporary levels of
genetic divergence observed (41,50). However, the pathogen populations adapted to
Urochloa may already exhibit some level of host specialization. Cross-pathogenicity
essays of R. solani AG-1 |IA from rice and Urochloa indicated that AG-1 |A isolates
from Urochloa were more aggressive in Urochloa than the isolates from rice. A
similar phenomenon of emergence of host-specific populations of R. solani AG-1 IA
infecting corn and rice has been observed in Venezuela. Although the corn
populations, which were considered more recent than the rice populations, exhibited
genetic subdivision relative to the rice populations (Rsr = 0.13 to 0.17"), they
historically shared migrants; it was suggested that the corn-adapted populations
originated from rice populations via host shift in the same region (36).

No previous studies have provided information on the predominant
reproductive system of R. solani AG-1 |IA from Urochloa. Evidence from worldwide
population genetic analyses of the fungus R. solani AG-1 IA infecting rice, corn and
soybeans indicates the predominance of either a mixed reproductive system
including both sexual reproduction and local clonal dispersal or an essentially
recombinant system (7,20,36,52,80). The indicators of a sexually reproducing
organism are high genotypic diversity, reduced clonality, neutral molecular markers
that follow expected HWE proportions and gametic equilibrium (59,61).

Most populations of R. solani AG-1 IA sampled from Colombia exhibited high
clonal fraction, with 43 to 57% of the markers exhibiting the expected HWE
proportions. The highest clonal fraction observed was 0.74 for population COL_BBT
(Table 2). Significant deviations from HWE for most loci were observed for COL_BBT,
COL_BHM and COL_OS populations of R. solani AG-1 |IA from Urochloa and rice
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(Table 3). The COL_BBT and COL_BHM populations exhibited the highest number of
pairs of loci in gametic disequilibrium. The clonal fraction observed in R. solani AG-1
IA populations from Brazil was relatively lower, varying between 0.10 and 0.39 for
Urochloa in Rondénia, with 22 to 56% loci exhibiting HWE proportions. Gametic
disequilibrium varied between 17 and 72% for pairs of loci from the Urochloa
populations, with a minimum of 15% for the rice-adapted population sampled from
RR.

In general, we can state that the genetic structure of the two R. solani AG-1 |A
populations infecting Urochloa in Colombia and Brazil was essentially clonal, possibly
representing clones that were successful in infecting Urochloa or combinations of
favorable genes originating from sexual reproduction (100). In contrast, a very
different population structure was observed for the RO_B2 population from Urochloa
from Ronddnia, which exhibited most loci in HWE and low gametic disequilibrium.
This indicates the occurrence of recombination and the likely existence of a sexual

reproductive system for the pathogen population.

The causes of the HWE deviations and gametic disequilibrium observed in
pathogen populations associated with Urochloa were investigated. One plausible
cause of the observed disequilibrium would be the occurrence of inbreeding (non-
random mating) (39,89). However, inbreeding was not observed in these populations
given that the inbreeding coefficients, Fis, were not significant. A second possible
explanation for the observed disequilibrium could be the Wahlund effect resulting
from the admixture between populations, possibly due to contemporary or historical
gene flow (39,78). In fact, the hypothesis of admixture between populations cannot
be rejected for any of the Urochloa populations sampled either in Colombia or in
Brazil (Figure 1). Therefore, the observed deviations from the pattern commonly
classified as a mixed reproductive system (6,7,72) were associated with the
demographic aspects that shaped the pathogen populations, especially the
admixture between populations experiencing high migration rates and significant

gene flow.
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According to a previously proposed evolutionary risk model (3,59), the ability
of long-distance gene and genotypic flow and the presence of a mixed reproduction
system to produce high genotypic diversity places R. solani AG-1 |A in the category
of plant pathogens with high evolutionary potential, as previously described for other
R. solani AG-1 |IA pathosystems (7,20,31,36). This in turn suggests that classical
disease management strategies based, for example, on the application of systemic
fungicides with specific modes of action or on the use of qualitative genetic
resistance (governed by one or a few genes) should be implemented carefully and at
reduced spatial scales because the use of such strategies would result in high

selection pressure on the pathogen populations (3,104).
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Table 1. Sympatric populations of Rhizoctonia solani AG-1 |A from Urochloa, rice and soybean sampled at Meta, Colombia and at Rondénia

and Roraima, Brazil

TABLES AND FIGURES

Countries,
states and District Isolates Population Coordinates Host vear of
N collection
municipalities
Colombia
Meta
Puerto Lépez Puerto Lépez 80 COL_BBT 4°07'13,40" N 72°49'52,99" W Urochloa brizantha cv. Toledo 2010
Villavicencio El Alcaravan 4°05'12,14” N 73°19'06,21” W U. brizantha cv. Toledo 2011
Puerto Lopez La Bonga 81 COL_BHM  4°13'35,45” N 72°28'58,36" W Urochloa Hybrid Mulato 2010
Villavicencio La Libertad 4°03'25,17" N 73°27'45,38" W Urochloa Hybrid Mulato 2010
Villavicencio Pompeya 43 COL_OSs 4°02'26,64” N 73°21'15,76” W Thailandia Rice variety 2011
Brazil
Rondbnia (RO)
Itapua do Oeste 20 RO_S 9°13,281° S 63° 10,598’ W Soybean, unknown variety 2013
Alto Paraiso 9°42,810° S 63° 20,259' W
30 RO_B1 9°29,205" S 63° 23,948 W U. brizantha cv. Marandu 2013
32 RO_B2 9°50,486" S 63° 39,661' W U. brizantha cv. Marandu 2013
Nova Unido 37 RO_B3 10° 42,506° S 62° 27,340° W U. brizantha cv. Marandu 2013
10°41,163" S 62° 28,831" W
Roraima (RR)
Boa Vista 27 RR_R 2°48,718' S 60° 39,073’ W Rice 2013

@ N = Sample size (number of isolates) of each population.
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Table 2. Measures of genotypic and gene diversity in sympatric populations of Rhizoctonia solani AG-1 |A from Urochloa, rice and soybean

from Meta, Colombia and from Rondénia and Roraima, Brazil

Sample size  Number of Site-specific and shared Genotypic diversity Clonal Evenness Allefic
Population richness
(N) genotypes genotypes ? (Go)° fraction be e
(AR)
Colombia
COL_BBT 80 21 18 (3) 527 cd 0.74 029 e 3.29 abc
COL_BHM 81 28 25 (3) 7.66 cd 0.65 034 d 3.63 abc
COL_Os 43 19 18 (1) 413 d 0.56 0.23 f 2.78 bc
Total in Colombia 204 68 65 (3) 0.68
Brazil
RO_S 20 19 19 (0) 17.34 a 0.05 0.96 a 433 a
RO_B1 30 27 22 (5) 16.47 ab 0.10 088 b 415 a
RO_B2 32 24 23 (1) 12.72  bc 0.25 0.70 ¢ 3.61 abc
RO_B3 37 23 20 (3) 11.97 bc 0.38 072 c 3.71 ab
RR_R 27 19 18 (1) 11.67 bc 0.30 0.73 c 256 c
Total in Brazil 146 112 107 (5) 0.22
Overall total 350 180 172 (8)

® Number of genotypes shared with other populations are shown in parentheses.

® Means followed by the same letter are not significantly different according to a pairwise test for differences in clonal diversity indices among populations,
with 1000 permutations per bootstrap resampling. For Go, sub-samplings were used to match the size of the smallest population, with 19 individuals.

° Evenness equal to 1.0 indicates that all genotypes exhibited identical frequencies in the population.

d Comparisons between mean allelic richness (with rarefaction, based on a sample of 19 diploid individuals) were performed using FSTAT 2.9.3.2. software

(37) based on 1000 permutations; means followed by the same letter are not significantly different (P = 0.05).

® Calculated according to El Mousadik & Petit (25).
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Table 3. Tests of random allelic association within each locus and between pairs of

loci in Rhizoctonia solani AG-1 |A populations from Urochloa and rice from Colombia

Number and
Number P proportion of
. Clone- ofloci S valwe o © pairs of loci in
Population corrected . population- o value .
in HWE e b for gametic
2N a specific for rp . o
Fis ddlsequmbrlum
Colombia
COL_BBT 42 3in7°% -0.064 0.68 0.258 0.001 9/21° 0.43
COL BHM 56 4in7° -0.265 0.99 0.265 0.001 ;I2/21 0.57
COL 0S5 38 4in7°% 0.017 0.39 0.147 0.001 4/21° 0.19
Brazil
RO_S 38 5in9 0.211 0.068 0.224 0.001 12/36 0.33
RO_B1 54 2in9 -0.020 0.56 0.272 0.0001 26/36 0.72
RO_B2 48 5in9 -0.090 0.73 0.245 0.001 6/36 0.17
RO_B3 46 4in9 -0.158 0.90 0.435 0.001 18/36 0.50
RR_R 38 4in9" -0.287 096 0.113 0.001 321" 0.15

®Test analogous to the Fisher's exact test (38). P values were obtained using the Markov
Chain Monte Carlo method (MCMC), generating an exact probability distribution not biased
by rare alleles or small sample size in the ARLEQUIN 3.11 software (28) at P < 0.05 following
Bonferroni correction for multiple comparisons (10).

b Inbreeding coefficient (F;s) and respective P values determined using ARLEQUIN 3.11
software.

c rp is a multilocus disequilibrium index (58), corrected for the total number of loci.
Significant values were determined using both MULTILOCUS 1.3 software (1) and the
poppr 1.0.5 R package (46), testing the null hypothesis of complete panmixia (i.e., no
association between pairs of loci) with 1,000 randomizations.

? Fisher's exact test (35) performed using GENEPOP 3.4 software (79) at P < 0.05 following
Bonferroni correction (10) for multiple comparisons.

® Two monomorphic loci (T10 and TC13).

"Two loci with a single heterozygous genotype (TC02 and TCQ7).
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Table 4. Measures of differentiation between populations of Rhizoctonia solani AG-1 |A of Urochloa, rice and soybean in Colombia and Brazil
based on Rst°

COL_BBT COL_BHM COL_OS RO S RO_B1 RO_B2 RO B3
Colombia

COL_BBT -

COL_BHM 0.057 ** -

COL_0S5 0.094 ** 0.001 "° -

Brazil

RO S 0.174 *** 0.173*** 0.310 *** -

RO_B1 0.105 *** 0.014"° 0.094 ** 0.119 *** -

RO B2 0.123 *** 0.071 *** 0.139 *** 0.141 ** 0.116 *** -

RO_B3 0.102 ** 0.010™° 0.037 * 0.197 *** 0.019 ™ 0.118** -
RR_R 0.307 *** 0.173 *** 0.209 *** 0.489 *** 0.310 *** 0.214* 0.221 *

@ Fixation index between populations: Rsr=0.145 (P < 0.001).
Distances measured based on the squared differences in allele size between two haplotypes.
Significance was tested using a non-parametric approach (27) with 1,000 permutations: * = P<0.05, ** = P <0.01, *** = P < 0.001

and ns = non-significant.
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Table 5. Estimates of demographic parameters of divergence between different
host populations of Rhizoctonia solani AG-1 |A infecting Urochloa, rice and

soybean in Brazil and Colombia® ®

Deomographic Quantiles © ¢
parameters Comparison of means

2.50% Mode 97.50%

Population size

0, (RO_B) 0.0 1.5 3.2

0, (RO_S) 0.0 1.1 2.8

0; (RR_R) 0.0 1.9 3.6

6, (COL_BBT) 0.0 0.7 2.6

05 (COL_BHM) 0.0 1.1 2.8

Bs (COL_OS) 0.0 1.9 3.8

Historical migration rates to specific populations

0,M 2:1 (RO_B) 22.2 26.9 36.4 B

0, M 3e1 13.0 18.5 23.6

0, M 4e1 9.8 15.1 19.0

0, M 5¢1 9.0 15.1 214

0, M 6e1 17.0 26.7 31.6

0,M 1:2 (RO_S) 69.8 82.3 100.0 [ |

0,M 32 14.8 20.1 29.0

0,M 42 27.0 47.3 55.2

0,M 5¢2 38.4 55.7 67.6

0,M 62 63.2 81.3 99.2

8,M1¢3 (RR_R) 62.0 93.5 100.0 -

0;M263 30.2 41.3 55.2

0;M463 18.2 26.1 33.0

0;M563 11.0 16.9 25.8

0,M6:3 33.2 45.3 62.2 ]

8,M1¢4 (COL_BBT) 46.4 53.1 84.6 B

0,M2:4 15.8 26.3 32.8

0,M3e4 24.4 37.5 43.6

0,M5:4 27.8 37.9 71.8

0,M6:4 67.6 98.1 100.0

0;M15 (COL_BHM) 41.8 57.1 67.6

B5sM2¢5 29.2 37.5 52.8

0sM3e5 18.6 26.7 434

8;M4e5 50.0 58.3 71.2 [ B

0,M6¢e5 19.2 30.1 36.2 B

BsM166 (COL_OS) 0.0 1.3 3.2

BsM2:6 0.0 1.1 2.8

BsM3e6 0.0 1.9 4.0

BsM4:6 20.6 27.5 32.6

BsM5:6 0.0 1.3 3.2

92



Table 5. Legend.

 Theta () values represent a measure of the effective population size. For diploids, 6
= 4Nep, where Ne = effective population size and y = mutation rate for each locus. The
migration rate M (6M) between host populations was estimated using an isolation-with-
migration model in MIGRATE v.3.0.3 software.

® B or migration rate values followed by different-colored rectangles in the same column

are significantly different based on parameter estimates at 95%.

¢ Bayesian estimates of 95% credibility intervals for each parameter are given by the

0.025 and 0.975 quantiles of its a posteriori distribution.
4 The harmonic mean of the data log-probability considering the established model was

-800.69 for the combined analysis of the Colombian and Brazilian pathogen

populations.
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Table 6. Ewens-Watterson (26,96), Chakraborty (16), Tajima D (87) and Fu and Li FS (32) neutrality tests applied to the set of three nuclear
DNA loci (R44L, R68L and R116), concatenated and per population

Neutrality tests Statistics Colombia, Colombia, Brazil, Brazil, Average Standard
Urochloa rice Urochloa soybean deviation
Ewens- F observed 0.13 0.11 0.15 0.31 0.17 0.09
'''' F expected 0.14 0.11 0.16 0.28 0.17 0.08
Watterson test: P (Frandom< 0.42 i 0.69 NS 0.52 NS 0.74 NS 059 M 0.15
Fobserved) ) ) ] ] ]
Slatkin's exact test: P value 0.51 S 0.72 NS 0.52 e 0.85 M08 M 0.17
Chakraborty Expected homozygosity 0.07 0.02 0.06 0.14 0.07 0.05
Expected number of alleles 11.89 10.89 9.02 7.49 9.82 1.96
P (k or more alleles) 0.68 e 0.56 e 0.68 NS 0.40 NS 058 ™ 0.13
Tajima's D S 37 34 28 24 30.75 5.85
Pi 11.43 7.89 7.73 4.29 7.83 2.92
Tajima D 0.38 -0.60 -0.34 -1.53 -0.52 0.79
P value for Tajima D 0.70 e 0.31 e 0.38 NS 0.04 N036 ™ 0.27
Fu's Fs Theta Pi 11.43 7.89 7.73 4.29 7.83 2.92
Expected number of alleles 11.89 10.89 9.02 7.49 9.82 1.96
Fs 1.11 -1.24 0.46 1.80 0.53 1.30
P value for Fs 0.70 NS 0.29 NS 0.59 NS 0.80 NS00 0™ 0.22

Estimation of neutrality test parameters performed prior to the coalescent phylogeographic analysis was inferred using the ARLEQUIN 3.11 software (28). NS

Non-significant at P < 0.05.

94



Table 7. Cross-pathogenicity of Rhizoctonia solani AG-1 |A isolates from the

Colombian Llanos in Urochloa and rice

Origin of the isolates Isolates Mean disease index on the two separate experiments
Urochloa Rice cv.
brizantha Fedearroz
cv. Toledo

Isolates from Urochloa BBT1_A2 0.41 1.37

BBT1_B8 1.84 3.05
BBT1_B12 0.81 4.09
BBT1_C16 0.60 0.41
BBT1_D20 0.93 2.85
BBT1_D21 2.93 5.31
BBT1_D23 1.58 4.32
BBT1_E28 0.32 1.32
BBT1_E30 1.94 5.41
BBT1_E32 1.71 2.46
BBT1_E36 0.61 1.65
BBT1_E37 3.00 2.67
N=12 1.39 2.91
Isolates from rice 0S6_B11 0.64 0.28
0S6_B12 0.72 2.25
0S6_C17 0.39 3.30
0S6_C18 0.82 2.10
0S6_C19 2.30 4.89
0S5_C20 0.24 5.39
0S5_C21 0.67 1.84
0S6_D27 2.14 4.27
0S6_D28 1.41 2.66
0S6_D30 0.60 2.34
0S6_D33 0.83 4.20
0S6_D37 0.20 0.29
N=12 0.91 2.82

All isolates N =24 1.15 2.86

Non-inoculated control 0 0

Contrasts Estimate F Pr>F  Estimate F Pr>F

R. solani AG-1 |A isolates 5.7 11.58 0.001 1.09 0.08 0.7756

from Urochloa vs. rice

@ The Urochloa and rice experiments were conducted independently. The experimental design
utilized completely randomized blocks with three replicates. The experiment was repeated

once.
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Table 8. Pathogenicity of Rhizoctonia solani AG-1 |A from Urochloa from the

Colombian Llanos in cowpea and soybean

Mean percentage of infected leaf area

Origin of the isolates Isolates on the two separate experiments
Cowpea
cv. IT86D- Soy cv. FT16
719
frf’z':m:g;" prochloa BBT1-A1 63.78 80.14
BBT1-A2 36.36 93.77
BBT1-A3 53.85 76.53
BBT1-A6 37.11 88.75
BBT1-D25 34.79 88.00
BBT1-E27 73.73 96.48
BBT2-A1 25.37 73.96
BBT2-A4 50.24 76.94
BBT2-A5 57.59 89.72
BBT2-B10 35.01 81.91
BBT2-B16 53.53 76.33
BBT2-C24 43.25 98.33
N=12 47.05 85.07
:\;all:iis from Urochloa hybrid BHM3-A1 61.06 81 44
BHM3-A10 35.11 79.76
BHM3-A5 26.2 75.01
BHM3-B11 51.98 90.98
BHM3-B13 39.21 93.8
BHM3-C28 79.33 99.81
BHM4-A10 48.42 86.6
BHM4-A4 65.78 82.36
BHM4-A5 77.53 92.83
BHM4-A6 54.86 90.99
BHM4-B19 43.35 99.4
BHM4-D36 66.14 59.74
N=12 54.08 86.06
All isolates N=24 50.57 85.57
Non-inoculated control 0 0
Contrast Estimate F Pr>F Estimate F Pr>F
Urochloa brizantha cv. Toledo 8435 191 0.1704 -11.87 01 07523

vs. Urochloa hybrid Mulato

@ The cowpea and soybean experiments were conducted independently. The experimental
design utilized completely randomized block, with five replicates. The experiment was
repeated once.

96



Figure 1
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Number of genotypes with membership coefficient in the origin population or in other populations Total Number of Admixtpre
Populations number of admixed proportion

genotypes  genotypes

Colombia Brazil

COL BBT COL BHM COL OS RO S ROBI RO B2 RO B3 RR R
Colombia
COL_BBT 10.0 8.9 2.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 21 10.9 0.52
COL_BHM 9.4 18.5 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 28 9.4 0.34
COL_OS 0.0 0.1 18.8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 19 0.2 0.01
Brazil
RO_S 0.0 0.0 0.0 17.9 0.1 0.9 0.1 0.0 19 1.1 0.06
RO_BI 0.0 0.0 0.0 52 14.7 1.3 0.1 5.7 27 12.3 0.46
RO _B2 1.0 0.0 0.0 1.0 1.0 19.8 1.1 0.0 24 42 0.18
RO_B3 0.0 0.0 0.0 0.9 12.0 0.4 8.6 1.0 23 14.4 0.63
RR_R 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 19.0 19 0.0 0.00

Total 180 52.6 0.29

Figure 1. Membership coefficient Q for multilocus microsatellite genotypes of
Rhizoctonia solani AG-1 1A from Urochloa, rice or soybean fields in Colombia
and Brazil. Groups of individuals based on populations defined a priori are
represented by different colors. Each vertical bar represents a multilocus
genotype. The colors represent the most likely ancestor group from which the
genotype derived. Groups with individuals with multiple colors have admixed
genotypes relative to the population defined a priori. The bar size indicates the
membership coefficient (Q) for populations shown in different colors. The
number of individuals and the admixture proportions for each population are

presented below the figure.
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Figure 2
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Figure 2. Maximum clade credibility tree obtained through Bayesian coalescent
phylogenetic reconstruction using BEAST2 software, illustrating the
phylogenetic relationships between the multigene haplotypes of Rhizoctonia
solani AG-1 IA isolated from rice, soybean or Urochloa from Brazil and
Colombia based on three nuclear DNA loci (R44L, R68L and R116). Credibility
values are exhibited for the three main lineages (or clades) (A1, A2 and B).
Different colored branches indicate different geographical origins and different
hosts. Branch thickness indicates the level of posterior probability node support

within lineages.
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CAPITULO 4 - Evolugao acelerada das enzimas degradadoras de parede
celular de plantas explicam a adaptacao contemporanea do fungo

Rhizoctonia solani AG-1 IA em distintos hospedeiros

RESUMO - Enzimas degradadoras de parede celular de plantas (EDPCPs) séo
identificadas como fatores essénciais de patogenicidade em fungos
fitopatogénicos, incluindo-se Rhizoctonia solani grupo de anastomose 1 IA, que
dependem da digestao de parede celular vegetal para liberar polissacarideos
como nutrientes. As EDPCPs e seus produtos de degradacao podem elicitar
respostas de defesa nas plantas, assim elas podem estar sob selecao
diversificadora, dados aos processos co-evolutivos antagonistas resultantes da
interagdo hospedeiro-patégeno. EDPCPs podem, também, ter evoluido sob
selecdo devido aos processos de especializagdo a hospedeiros. Esse
mecanismo de selecdo seguido de especializagdo a hospedeiros
possivelmente atuou sobre populagdes do fungo R. solani AG-1 |IA. A evolugéo
acelerada das enzimas degradadoras de parede celular vegetal foi responsavel
pela adaptacao de R. solani AG-1 IA a hospedeiros filogeneticamente distintos
das familias Fabaceae e Poaceae. Mais especificamente, predominou sobre os

genes a selegao de equilibrio ou balanceadora.

Palavras chaves: Emergéncia de fitopatégenos no agroecossistema, selegcao
natural, ampliacdo da gama de hospedeiros, braquiaria, queima-da-folha e

morte de pastagens
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Accelerated evolution of plant cell wall degrading enzymes explain the

recent adaptation of Rhizoctonia solani AG-1 |A to different hosts

ABSTRACT - Plant cell wall degrading enzymes (PCWDEs) have been
identified as essential pathogenicity factors for plant pathogenic fungi, including
Rhizoctonia solani anastomosis group 1 IA, that depend on digesting plant cell
walls to release polysaccharides as nutrients. Because PCWDEs and their
degradation products may elicit plant defense responses, they can be under
diversifying selection due to the process of antagonistic co-evolution caused by
host-pathogen interactions. PCWDEs could also be evolving under selection
due to host specialization processes. This mechanisms of selection followed by
host specialization has probably acted on populations of the fungus R. solani
AG-1 IA. An accelerated evolution of plant cell wall degrading enzymes was
responsible for the adaptation of R. solani AG-1 IA to phylogenetically distinct
hosts from the Poaceae and Fabaceae families. More specifically, equilibrium or

balancing selection acted on the genes.

Key-words: Emerging pathogens in the agroecosystem, natural selection, host

range expansion, Brachiaria, leaf blight and death of forage pastures
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INTRODUCAO

Rhizoctonia solani grupo de anastomose AG-1 |IA é um fungo
basidiomiceto fitopatogénico de importdncia mundial, com ampla gama de
hospedeiros (Jones & Belmar, 1989, Pascual & Hyakumachi, 2000, Lee et al.,
2006). Na fase sexuada é classificado como Thanatephorus cucumeris. Na
América do Sul, R. solani AG-1 |IA causa queima da bainha no arroz (Bolkan &
Ribeiro, 1985, Cedefio et al., 1996, Costa-Souza et al., 2007), folha bandeada e
queima da bainha no milho, doenga aparentemente restrita a Venezuela,
(Perdomo et al., 2007, Cardona et al., 1999), queima foliar da soja (Fenille et
al., 2002) e mela no feijao caupi (Nechet & Halfeld-Vieira, 2006). As plantas de
arroz e de milho infectadas por R. solani AG-1 |IA tornam-se enfezadas, e
lesbes necréticas se desenvolvem na bainha, na lamina foliar e no colmo das
plantas (Jones & Belmar, 1989, Cedefio et al., 1996). Na década de 90, R.
solani AG-1 IA emergiu como patégeno importante da queima das folhas e
morte de pastagens do género Urochloa (CIAT, 1993), tendo sido relatada em
capim braquiaria nos Llanos orientais colombianos (Ramos Molina et al., 2015)
e em Rondénia, na Amazobnia brasileira (Chavarro Mesa et al., 2014).

E provavel que a populagdo contemporanea de R. solani AG-1 IA
adaptada a Urochloa spp. tenha se originado de populagbes do patégeno que
infectavam arroz (Ramos Molina et al., 2015). Exemplos similares de salto, de
arroz para soja, ou troca, do arroz para milho foram relatados para populag¢des
de R. solani AG-1 |IA que originalmente infectavam arroz no sul dos Estados
Unidos (Bernardes de Assis et al., 2008) e na Venezuela (Gonzalez-Vera et al.,
2010).

Estudos recentes com o grupo AG-1 |IA de R. solani indicam que
populagdes simpatricas de isolados que infectam poaceas e fabaceas
representam dois grupos-irmaos filogeneticamente bem definidos, e que
provavelmente a selecdo para especializacdo a hospedeiros conduziu a
divergéncia observada entre populagdes (Bernardes de Assis et al.,, 2008,
Ciampi et al., 2005).

A ecologia da sobrevivéncia e da dispersdao de R. solani AG-1 IA
associado as poaceas tém sido amplamente estudada. No geral, R. solani AG-

1 |IA sobrevive como micélio e esclerdédios no solo e em sementes infectadas.
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Ciclos recorrentes de infecgdo aumentam o inoculo no solo (Ogoshi, 1987,
Naito, 2006, Brooks, 2007,).

A incidéncia de R. solani AG-1 |IA numa cultura representa um
verdadeiro desafio para o manejo fitossanitario do patégeno. A dificuldade no
manejo se deve a longa sobrevivéncia de R. solani AG-1 IA no solo, a
habilidade de superar ou evadir as defesas das plantas e a logistica e custo e
ineficacia da aplicagdo de fungicidas. Resisténcia a fungicidas em R. solani
AG-1 IA do arroz ja foi relatada e representa uma preocupagao para 0 manejo
da queima-da-bainha (Castroagudin et al., 2013). Embora a integracdo de
praticas seja requisito para o0 manejo adequado de Rhizoctonia, a resisténcia
genética continua sendo o componente chave que ainda falta no manejo
(Okubara et al., 2014). Nao ha fontes de resisténcia genética naturais a esse
patégeno (Jha & Chattoo, 2010, Rivero et al., 2012). O fato de que R. solani
AG-1 |A causa doencgas em diversos hospedeiros, compromete, inclusive, a
eficacia de medidas de rotagao de culturas (Okubara et al., 2014).

Como fitopatégeno essencialmente necrotrofico, R. solani AG-1 1A
obtém nutrientes de células mortas, ou que estdo morrendo, dos hospedeiros.
Entretanto, este patdégeno provavelmente tem uma curta fase biotrofica durante
a qual reconhece hospedeiros especificos e iniciam a fase parasitica. As hifas
de R. solani crescem em associagcao intima com as superficies dos
hospedeiros, especialmente ao longo das jungdes entre células epidérmicas,
formando agregados de hifas conhecidos como almofadas de infeccéo
(Dodman & Flentje, 1970, Keijer, 1996). Patogenos como R. solani AG-1 |IA ao
infectar partes aéreas das plantas (Hofman & Jongbloed, 1988, Marshall &
Rush, 1980), entram nos tecidos via almofadas de infecgcdo ou apressoérios
lobados que penetram a cuticula, ou via estdmatos ou por ferimentos (Aliferis &
Jabaji, 2012, Dodman & Flentje, 1970, Keijer, 1996, Dodman et al., 1968,
Weinhold & Sinclair, 1996). Hifas crescem tanto inter como intra-celularmente
nos tecidos da maoria das espécies hospedeiras (Bateman, 1970). A morte
celular dos hospedeiros € resultante da agao de toxinas (Brooks, 2007) e
facilitada por enzimas degradadoras de parede, que desempenham papel
importante na infecgao (Bateman, 1970, Weinhold & Sinclair, 1996).

Fitopatégenos necrotréficos como R. solani AG-1 |A dispdem de um

arsenal de enzimas degradadoras de parede celular de plantas (EDPCP)
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especificas a substratos e sdo capazes de degradar componentes da parede
celular, rompendo a defesa das plantas (Cooper, 1983, Cooper et al., 1988, Xu
et al., 2006). Como as EDPCPs desempenham fungdo crucial, tanto na
destruicdo da célula hospedeira como na nutricdo do patdégeno, € provavel que
algum tipo de pressédo de selegdo tenha agéo significativa no processo de
adaptacdo a substratos especificos em hospedeiros distintos (i.e, a
componentes de parede celular vegetal). Postula-se que a adaptagdo a
substratos especificos reduz a diversidade em cédons nao-sinbnimos devido a
otimizagdo funcional da atividade enzimatica (Brunner et al., 2009, Brunner et
al., 2013).

Dado ao fato que EDPCPs e seus produtos de degradacdo podem
elicitar respostas de defesa nas plantas, elas podem estar sob selecédo
diversificadora dados aos processos co-evolutivos antagonistas resultantes da
interacdo hospedeiro-patégeno em ecossistemas naturais (Brunner et al., 2013,
Brunner et al., 2009, Stukenbrock & Bataillon, 2012, Stukenbrock, 2013). Ja
nos processos de emergéncia de novos fitopatdgenos nos agroecosistemas, ha
indicagdes de que os fitopatdgenos, ao se adaptarem ou se especializarem a
hospedeiros filogeneticamente distintos, estdo sujeitos a intensa selegéo
purificadora (Brunner et al., 2009, Brunner et al., 2013, Stukenbrock & Bataillon,
2012, Stukenbrock, 2013). Esse mecanismo de selegcdo seguido de
especializacdo a hospedeiros possivelmente atuou sobre populacdes
contemporaneas do fungo R. solani AG-1 |A adaptadas a braquiaria, ainda que
o fungo mantenha ampla gama de hospedeiros nas fabaceas e poaceas
(Poloni et al., 2015).

Ha forte relagdo entre o repertério de enzimas ativas em hidratos de
carbono (CAZYmes) no genoma de fungos e os seus habitos saprofitico—
necrotroficos (Cantarel et al., 2009). Um complexo multi-enzimatico muito
elaborado de CAZYmes, designado celulossoma, e usado para a degradagéo
eficiente de polissacarideos da parede celular vegetal, € encontrado em fungos
celuloliticos (Pinheiro et al., 2012). A parede celular vegetal rica em celuloses e
hemiceluloses € considerada um substrato recalcitrante e de dificil degradacao,
que além de sua fungao estrutural, proporciona a primeira linha de defesa
contra fitopatégenos, mas que oferece uma importante fonte de nutrigdo ao

patdgeno capaz de degrada-la (De Lorenzo et al., 1997).
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O genoma de R. solani AG-1 |A codifica um grande numero e diversos
conjuntos de proteinas secretadas, enzimas do metabolismo primario-
secundario, carboidratos e enzimas transportadoras, o que provavelmente
reflete seu estilo de vida de patdégeno necrotrofico (Zheng et al., 2013). Do total
de 6.156 genes anotados, 257 foram descritos em processos interagcéo
patégeno-hospedeiro (Zheng et al.,, 2013). Em particular, as enzimas
degradadoras de celulose e hemicelulose estdo em numero reduzido em R.
solani AG-1 IA (Zheng et al., 2013). Comparagdes com outros fitopatégenos
indicam que o numero total de 223 CAZYmes detectadas em R. solani AG-1 |1A
€ maior apenas que o total detectado no basidiomiceto Ustilago maydis, porém
menor que o descrito para a maioria dos fitopatbgenos com genoma ja
analisado (Zheng et al., 2013). Por sua vez, o fungo R. solani AG-1 IA tem um
amplo arsenal de outros genes que codificam enzimas degradadoras de
parede, incluindo genes de pectinase, xylanase e laccase.

Na presente proposta de pesquisa, estudamos um grupo de EDPCP,
que foram identificadas como fatores de patogenicidade em R. solani AG-1 IA:
beta-xylosidase (xynB), celullase (GH5), pectate-lyase B (PL1) e
polygalacturonase (PG1). Nossa hipotese € que a evolugdo acelerada dos
quatro genes dessas EDPCPs esta relacionada com a capacidade de
adaptacdo e especializagdo do fungo R. solani AG-1 |A a diferentes
hospedeiros, que incluem poaceas e fabaceas. Mais especificamente,
hipotetizamos que selecao purificadora atuou de forma semelhante sobre estes
quatro genes de EDPCP, como resultado da adaptagdo contemporanea, a
braquiaria, de populagdes de R. solani AG-1 |A originalmente adaptadas ao

arroz ou a soja.

MATERIAL E METODOS

Origem dos isolados. Foram selecionadas amostras de duas populagdes R.
solani AG-1 |A, originalmente adaptadas ao arroz € a soja, € uma que
recentemente emergiu adaptada a braquiaria (Tabela 1). As populagdes do
patdgeno usadas neste estudo foram genotipadas anteriormente por nosso
grupo de pesquisa usando marcadores microssatélites (Chavarro Mesa et al.,
2014, Ramos Molina et al., 2015).
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Desenvolvimento de novos iniciadores para amplificacdo de genes EDPCPs do
fungo R. solani AG-1. Para o desenvolvimento de iniciadores especificos e
amplificagdo de genes EDPCPs, foram utilizados dados publicos de sequéncias
genbmicas de R. solani AG- 1 IA derivadas do GeneBank/NCBI e depositadas
por Zheng et al. (2013) (Tabela 2).

Utilizou-se o  programa Geneious  (disponivel no  URL:

http://www.geneious.com) para o desenho e desenvolvimento dos iniciadores,

usando-se a sub-rotina Primer3 v.4.0 (Untergrasser et al., 2012). Quatro pares
de iniciadores apresentaram as melhores caracteristicas para amplificacdo em

cadeia da polimerase (PCR) (Tabela 3).

Produgdo de micélio fungico, extracdo de DNA, reacbes de PCR e
sequenciamento de diferentes genes EDPCPs de R. solani. Micélio fungico foi
produzido em 30 mL de caldo de batata dextrose (a 18,5 g/L), por quatro dias,
sob agitacdo. Em seguida, o micélio foi liofilizado por cerca de 48 h. Para a
extracdo do DNA fungico foi utilizado o kit Genelute (Sigma - Aldrich,
Alemanha), seguindo as instrugbes do fabricante. As reacbes de PCR foram
realizadas como descrito por Matsumoto (2002) e Ciampi et al. (2008). Os
produtos de PCR obtidos dos quatro genes foram enviados e submetidos a
reacdo de sequenciamento (Macrogen Inc, Coréia do Sul), utilizando-se
sequenciador automatico PE Applied Biosystems ABI-3700. As sequéncias
foram alinhadas usando-se o programa computacional Geneious. Uma vez que
R. solani AG-1 IA € um organismo heterocariético, de condigdo nuclear N+N,
para inferir as fases de sequéncias heterogéneas eventualmente obtidas,
utilizou-se algoritmo implementado no programa PHASE 2.1.1 (Stephens et al.,
2001) para inferir e recuperar os alelos distintos para cada individuo

genotipado.

Diversidade haplotipica e nucleotidica. Inicialmente, de forma descritiva, foram
comparados os niveis de diversidade haplotipica e nucleotidica nas populacdes
adaptadas aos trés grupos de hospedeiros distintos. Usando-se o programa
DNASP v.4.5 foram determinados: o numero de haplétipos, numero de sitios
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polimorficos e diversidade de nucleotideos por gene e por populagdo (Rozas &
Rozas, 1999).

Testes de neutralidade intra-espécies. Como o objetivo principal desta etapa do
estudo era discriminar o efeito e o tipo de selecdo atuando sobre os genes
completos (éxons e introns) e sobre a regido expressa codificante de cada
EDPCPs. Os tamanhos dos genes completos amplificados (éxons e introns)
estdo descritos na Tabela 3. Removendo-se os introns, o tamanho final das
sequéncias dos genes EDPCPs foi de 690 pb para beta-xylosidase, 618 pb
para celulase, 729 pb para pectate-lyase B e 528 pb para polygalacturonase.
Tais tamanhos correspondem a cdédons de leitura aberta (ORFs), que sé&o
expressos em proteinas. Para avaliar se o espectro de frequéncia local de
mutagdes nos genes que codificam EDPCPs putativas esta de acordo com as
expectativas do modelo padrao neutro, aplicou-se o os testes D*e F*de Fu e
Liu (Liu et al., 1993), implementado no programa DNASP v.4.5, que usa os
valores criticos de Fu e Li para obter a significancia estatistica dos valores
observados de D* e F*. Os valores esperados de D* e F* para as populagdes
que estdo em conformidade com um modelo neutro padrdao é zero. Valores
significativamente negativos para essas estatisticas indicam um excesso de
variantes de baixa frequéncia, que podem resultar da expansao da populacgao,
de fraca selegdo negativa ou de selegédo positiva. Valores significativamente
positivos para estas estatisticas refletem um excesso de alelos de frequéncia
intermediaria, o que pode ser resultado de gargalos em populagdo, de
estruturagdo populacional e/ou de selegdo de equilibrio (Barreiro & Quintana-
Murci, 2010).

Anélises evolutivas. Com objetivo de reconstruir a historia evolutiva dos
genes EDPCPs de R. solani AG-1 |A infectando o arroz, a braquiaria e a soja,
utilizou-se analise Bayesiana, usando-se o método de Monte Carlo-Cadeia de
Markov, conjugado ao algoritmo de Metrépolis (MCMCMC) com 30,000,000 de
geragdes, implementado o modelo GTR de substituicdo de nucleotideos
(modelo de tempo geral reversivel ou General Time Reversible), e eliminando-
se 25% das arvores iniciais geradas. As analises foram conduzidos utilizando-

se o programa MrBayes versdo 3.2 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). Foram
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reconstruidas filogenias para os genes completos (contendo éxons e introns) e
para as regides expressas codificantes de cada EDPCPs. Entre dez analises
filogenéticas realizadas para cada gene, escolheu-se aquela de maior
verossimilhanga para representar a histéria evolutiva do gene. Foram efetuadas
10 corridas distintas, com o mesmo numero de geragdes. A corrida com a
maior verossimilhanca foi escolhida para representar a histéria filogenética do

patdgeno.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo detalhado de evolugdo de enzimas
degradadoras de parede celular de plantas (EDPCPs) no fungo R. solani AG-1
IA. Esses resultados permitiram compreender os fatores evolutivos que
contribuem para a emergéncia de R. solani AG-1 IA em Urochloa spp.,
esclarecendo pela primeira vez as pressdes de selegdes presentes nos genes
de enzimas EDPCs e as distintas genealogias nos diferentes hospedeiros do

fungo.

Diversidade nucleotidica e haplotipica. Foram detectados 20 sitios
polimorficos € entre 4 a 5 haplotipos, em média, para cada um dos quatro
genes analisados (Tabela 4). A média de diversidade haplotipica foi de 0,54
para o total dos quatro genes. O numero médio de sitios polimorficos por gene
foi  relativamente  semelhante para  beta-xylosidase, celulase e
polygalacturonase (S variando entre 22,0 a 29,0). Ja o gene pectate-lyase B foi
o de menor polimorfismo geral (S = 3). O mesmo padrao de variagao diferencial
entre os genes foi observado para o numero de sitios parcimoniosos (P) e para
a diversidade haplotipica [(K(h) e Sd(Hd)], sendo que o gene pectate-lyase B
foi a de menor variagdo. Por sua vez, detectou-se diferengas nos niveis de
variagao haplotipica entre os grupos de isolados de diferentes hospedeiros.
Isolados de Urochloa apresentaram, no geral, os indices mais altos de
diversidade haplotipica (Sd (Hd) = 0,83 a 0,92) para beta-xylosidade, cellulase
e polygalacturonase. Ja os grupos de isolados de R. solani AG-1 |A do arroz ou
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de soja apresentaram baixa ou nenhuma diversidade haplotipica (Sd (Hd) = 0)

para pelo menos um ou dois dos genes estudados (Tabela 4).

Testes de neutralidade. Para os testes de neutralidade D* e F*de Fu e Li (Fu
& Li, 1993) aplicados para cada um dos quatro genes de EDPCPs, foram
encontradas evidéncias de desvios do padrao de neutralidade (Tabela 6). Nas
andlises de selegdo utilizando-se a informagado genética completa de cada
gene (incluindo-se éxons e introns), encontrou-se niveis significativos para os
testes D* ou F* descartando-se a evolugdo neutra dos genes beta-xylosidase,
cellulase e pectate-lyase B no grupo de isolados de R. solani AG-1 |IA de
Urochloa spp. Entretanto, ao remover-se os introns, ndo se detectou selegao
sobre as regides exobnicas dos quatro genes para R. solani AG-1 |IA de
Urochloa spp. Por sua vez, observou-se principios de selegdo no grupo de
isolados de R. solani AG-1 |IA de soja e arroz em niveis significativos para os
testes D* ou F* nos genes cellulase e polygalacturonase, descartando-se a
evolugdo neutra para esses dois loci tanto para o gene completo quanto para

as regides exodnicas apenas (Tabela 5).

Nao foi possivel aplicar os testes de neutralidade para os genes beta-
xylosidase e pectate-lyase B do grupo de isolados da soja, e para o gene
cellulase do grupo de isolados do arroz, uma vez que os valores de diversidade
haplotipica e nucleotidica corresponderam a zero para esses genes nos

respectivos hospedeiros (Tabelas 4 e 5).

De forma geral, todos os valores de D* ou F* detectados nos testes de
neutralidade foram positivos, indicando excesso de alelos de frequéncia
intermediaria. Isto pode ser resultado de selecdo de equilibrio, que € um tipo
geral de selecdo que favorece a manutencdo da diversidade em uma
populagdo (Hurst, 2009, Barreiro & Quintana-Murci, 2010, Nielsen, 2005,
Kreitman, 2000, Charlesworth, 2006).

No presente estudo foi observado desvio do padrdao de neutralidade
tanto nas regides codificantes como nas nao codificantes. Resultado
semelhante foi observado por Rech et al. (2014), que demostraram que as
regides nao codificantes regulam genes envolvidos em patogenicidade no

fungo Colletotrichum graminicola, evidenciando que tanto as regides

108



codificantes como as nao codificantes estdo sob diferente pressdo de selecao
em comparagao com outros genes. De fato, relata-se que os genes envolvidos
nos processos de infecgcdo possuem amplo numero de sequéncias intrénicas,
que estdo diretamente relacionadas com a expressao génica em células
eucaridticas (MacKenzie and Quinn 1999; Le Hir et al. 2003; Gaffney and
Keightley 2006; Albert 2011).

Anélises evolutivas Bayesianas. A reconstrucao filogenética usando éxons e
introns ou somente introns resultou em topologias semelhantes para os quatro
genes (Figura 1). No processo evolutivo de trés dos quatro genes (exceto o
gene PL1), observou-se elevada diversificacdo haplotipica em duas das
populagdes hospedeiro - distintas de R. solani AG-1 IA das poaceas arroz e
Urochloa (K(h) = 15 a 22 hapldtipos, Tabela 4, Figura 1).

No geral, ndo se detectou haplétipos compartilhados entre isolados do
patdogeno oriundos de hospedeiros diferentes, com exce¢dao do haplétipo
GH5_01, compartilhado entre isolados de R. solani AG-1 IA do arroz e da soja
(Tabela 6). Entretanto, a analise evolutiva dos genes xynB da enzima beta-
xylosidase e GH5 da enzima celullase nao indicou suporte para grupamentos
entre haplotipos oriundos de hospedeiros filogeneticamente distintos. Isso
indica que hapldtipos distintos dos genes xynB e GH5 podem ter tido origem

ancestral comum.

Por sua vez, para o gene PL1 relativo a enzima pectate-lyase B (que
apresentou a menor diversidade haplotipica [K(h) = 1 a 2 hapldtipos, Tabela 4,
Figura 1)], foi encontrado indicios de especializagado de hospedeiro de R. solani
AG-1 IA em arroz, soja e Urochloa spp. Detectou-se que haplétipos se
agruparam em clados independentes, sugerindo possivel selecdo negativa ou
purificadora para esse gene em cada um dos trés hospedeiros (haplétipos
PL1, Figura 1).

Ja para o gene PG1 da enzima polygalacturonase detectou-se
grupamento filogenético de haplétipos especificos em dois clados
independentes constituidos de haplotipos de R. solani AG-1 IA de fabaceas
(haploétipos PG1_12 e PG1_13; Figura 1) e de poaceas (todos os demais

haplétipos; Figura 1). Enquanto detectou-se especializagado de hospedeiro para
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haplétipos oriundos de isolados da soja, observou-se indicios de selegéo
balanceadora ou de equilibrio (Barreiro & Quintana-Murci, 2010) para isolados

proveniente das poaceas arroz e Urochloa spp. (Figura 1)

CONCLUSOES

Provavelmente, a evolugdo das EDPCPs foi responsavel pela adaptagao
de R. solani AG-1 IA a hospedeiros filogeneticamente distintos nas poaceas e
fabaceas. Hipotetizamos que a selegdo predominante foi de equilibrio ou

balanceadora.
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Tabelas

Tabela 1. Origem das amostras de populagbes hospedeiro-distintas de

Rhizoctonia solani AG-1 |A utilizados neste estudo.

Patégeno Origem Hospedeiro

Numero de isolados utilizados por enzima estudada Ano Coletor

Beta xylosidase Celullase Pectate-lyase B Polygalacturonase

(xynB) (GHY) (PL1) (PG1)
R. solani Colédmbia  Arroz 8 7 10 9 2011 L. Ramos Molina
AG-11A  Brasil  Urochola 8 7 7 11 2013 E. Chavarro-Mesa
Soja 8 8 12 7
Total 24 28 29 29
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Tabela 2. Genes utilizados para o desenvolvimento de iniciadores especificos
para EDPCPs de Rhizoctonia solani AG- 1 |A.

Gene

Cédigo NCBI

Tamanho/aminoacidos

Beta-xylosidase (xynB)
Celullase (glycoside hydrolase
family 5 = GH5)
Pectate-lyase B (PL1)
Polygalacturonase (PG1)

G1:443924547
Gl1:443926476

Gl1:443926706
Gl1:443924779

1509 aa
451 aa

524 aa
324 aa
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Tabela 3. Iniciadores desenhados para a amplificacdo especifica de genes

EDPCPs desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa.

Gene Iniciador Sequéncia (5’ - 3’) %GC* Tm® Tamanho (pb)
Beta-xylosidase BX 318 F TTCCCGAGCGTATTACGACG 55 60 1369
(xynB) BX 1,686 R GGGCAAAAATTCCACCGCTT 50 60

Cellulase C 474 F CGTCGGAATCCAGTCGGTAG 60 60 1552
(GH5) C 2025R  TAGGGCTGCTCTCCTCCATT 55 60

Pectate-lyase B PL_96 F TCGTGACTTTCTCCACCAGC 55 60 1077
(PL1) PL_1,172R TTCCGACGCTCTCGAATACG 55 60
Polygalacturonase  P_465F TGGACATACCTTCAACGGCC 55 60 969
(PG1) P 1433R  TTGACTTCGACCTCCTTGGC 55 60

@ Percentagem de contelido de guanina e citosina.

® Temperatura de fusdo dos primersfiniciadores.
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Tabela 4. Diversidade nucleotidica para as sequéncias de genes codificantes das
enzimas degradadoras de parede celular de plantas (EDPCPs) de Rhizoctonia
solani AG-1 |A.

Gene Hospedeiro n S P ns K(h) Sd(Hd) m(Pi)
Beta-xylosidase Arroz 16 45 38 7 6 0,817 0,0088
(xynB) Urochola 16 43 41 2 8 0833 0,0136
Soja %6 0 0 0 1 0,000 0,0000
Total 48 51 44 7 15 0,856 0,015
Média 16 29 26 3 55 0,01

Celullase Arroz 14 0 0 0 1 0,000 0,000
(GHY) Urochola 14 36 34 2 0,923 0,140
Soja 16 30 30 O 0,733 0,010
Total 56 91 8 3 18 0885 0,018

Media 14 22 21 067 55 5
Pectate-lyase B Arroz 20 1 1 0 2 0,526 0,000
(PL1) Uochola 14 6 6 0 2 0538 0,003
Soja 24 0 0 0 1 0000 0000
Total 58 9 9 0 5 0753 0,002

Média 19 3 3 0 2 36 0
Polygalacturonase Arroz 18 37 36 1 7 0,693 0,012
(PG1) Urochola 22 34 29 5 11 0922 0,014
Soja 14 5 5 0 2 0444 0,002
Total 58 62 57 2 22 0929 0,020

Media 18 25 23 2 7 69 1
Média geral 17 20 19 1.4 44 054 0,02

n = Numero de sequéncias analisadas

S = numero de sitios polimérficos (variaveis)

P =numero de sitios parcimoniosos informativos
ns = numero de sitios Unicos variaveis

K(h) = numero de haplétipos

Sd (Hd ) = diversidade haplotipica

1T (Pi) = diversidade nucleotidica
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Tabela 5. Testes de neutralidade Fs (D* e F*)de Fu e Li (Fu & Li, 1993) aplicados para quatro genes de enzimas degradadoras de
parede celular de plantas (EDPCPs), de Rhizctonia solani AG-1 |A.

Regibes codificantes (éxons) e nao codificantes (introns)

o Beta-xylosidase Celullase Pectate-lyase B Polygalacturonase
Estatistica xynB (GH5) (PL1) (PG1)
Urochloa Arroz Soja Urochloa Arroz Soja Urochloa Arroz Soja Urochloa Arroz Soja
S 43,00 45,00 ND 36,00 ND 30,00 6,00 1,00 ND 34,00 37,00 5,00
K 16,85 10,93 ND 14,45 ND 10,47 3,23 0,53 ND 11,71 14,07 2,20
9 12,96 13,56 ND 11,32 ND 9,04 1,89 0,28 ND 9,33 11,05 1,57
T 0,01 0,01 ND 0,01 ND 0,01 0,00 0,00 ND 0,01 0,02 0,00
Teste D* 143 * o086 M ND 1,37 + ND 163 *= 129 ™ o065 N ND 083 M 453 = 123
Teste F* 1,60 * 044 M ND 1,51 ns ND 156 M 1,86 = q02 M ND 1,02 NS 464 * 145 M

Regibes codificantes (éxons)

Estatistica Beta-xylosidase Celullase Pectate-lyase B Polygalacturonase
xynB (GH5) (PL1) (PG1)
Urochloa Arroz Soja Urochloa Arroz Soja Urochloa Arroz Soja Urochloa Arroz Soja

s 12 14 ND 22 ND 17 2 1 ND 12 10 2

ns 1 5 ND 2 ND 0 0 0 ND 3 0 0

K 4,31 3,03 ND 8,088 ND 6,567 1,077 0,526 ND 3,870 3,242 0,879

0 3,62 4,22 ND 6,918 ND 5,123 0,629 0,282 ND 3,292 2,907 0,629

T 0,0081 0,0061 ND 0,013 ND 0,01 0,001 0,000 ND 0,006 0,005 0,001
Teste D* 1,08 NS 016 M ND 1,147 M ND 1,533 ** 0935 M 0649 M ND 0190 ™ 1412 * 0935 M
Teste F* 1,13 NS 049 M ND 1,180 ns ND 1633 * 1352 M 4020 ™ ND 0366 ™ 1306 M 1104 M

ND, N&o disponivel em fungdo de apenas um haplétipo compor a amostra populacional do patégeno para este gene S = numero de sitios polimérficos
(variaveis); ns= numero de sitios Unicos variaveis;K = Numero médio de diferencas de nucleotideos; 1 (Pi) = diversidade nucleotidica. NS Nao significativo,

* significativo a p < 0,05; ** significativo a p < 0,02.
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Tabela 6. Haplotipos de isolados de Rhizoctonia solani AG-1 |IA amostrados de
arroz, soja ou Urochloa brizantha no Brasil ou na Colémbia baseando-se em

quatro genes de enzimas degradadoras de parede celular de plantas (EDPCP).

Beta-xylosidase (xynB) Celullase (GH5)

Haplétipo Isolado e g Haplotipo Isolado e (H)
éxons e introns éxons sequéncia éxons e introns éxons sequéncia
xynB_01 xynB_01 0S5-D21a GH5_01 GH5_01 0S5-D21a1
xynB_02_01 xynB_02 0S5-D21b 08S5-D21a2
xynB_02_02 RO_B1A7b 0S6-C17a1
xynB_02_03 RO_B1C4b 0S6-C17a2
xynB_03 xynB_03 0S6-B11a 0S6-C18a1

0S6-B12a 0S6-C18a2
xynB_04 xynB_04 0S6-B11b 0S6-C19a1
0S6-B12b 0S6-C19a2
xynB_05 xynB_05 0S6-C17a 0S6-D27a1
0S6-C19a 0S6-D27a2
0S6-D27a 0S6-D28a1
0S6-D28a 0S6-D28a2
0S6-D33a 0S6-D33a1
xynB_06 xynB_06 0S6-C17b 0S6-D33a2
0S6-C19b RO_S1C3a1
0S6-D27b RO_S1C3a2
0S6-D28b GH5_02 GH5_02 RO_B1A7a
0S6-D33b RO_B2A5a
xynB_07 xynB_07  RO_B1A7a GH5_03 GH5_03 RO_B1A7b
xynB_08 xynB_08 RO_B1C4a RO_B1C4b
xynB_09 xynB_09 RO_B3B4a RO_B2A5b
RO_B3Cb5a GH5_04 GH5_04 RO_B1C4a
RO_B3C6a GH5_05 GH5_05 RO_B2C2a
RO_B3D6a GH5_06 GH5_06 RO_B2C2b
RO_B3D7a GH5_07 GH5_07 RO_B3C5a
xynB_10 xynB_10  RO_B3B4b RO_B3C6a
RO_B3C5b GH5_08 GH5_08 RO_B3C5b
RO_B3C6b RO_B3C6b
RO_B3D6b GH5_09 GH5_09 RO_S2A4a
RO_B3D7b RO_S2D3a
xynB_11_01 xynB_11 RO_B3B8a RO_S2E1a
xynB_11_02 RO_B3B8b RO_S2E3a
xynB_11_03 RO_S1A6a1 RO_S2E5a
RO_S1A6a2 RO_S2E9a
RO_S2A4a1 GH5_10 GH5_10 RO_S2A4b
RO_S2A4a2 RO_S2D3b
RO_S2D3a1 RO_S2E1b
RO_S2D3a2 RO_S2E3b
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Beta-xylosidase (xynB)

Celullase (GH5)

Haplotipo Isolado e g Haplotipo Isoladoe (o
éxons e introns  éxons sequéncia éxons e introns éxons sequéncia
xynB_11_03 xynB_11  RO_S2E1a1 GH5_10 GH5_10 RO_S2E5b
RO_S2E1a2 RO_S2E9% r
RO_S2E3a1
RO S2E3a2 Hospedeiro Arroz
R0:82E5a1 de origem Urochloa
RO_S2E5a2 (HO) Soja
RO_S2E7a1
RO_S2E7a2
RO_S2E9a1
RO_S2E9a2

Tabela 6 (continuagao)

Pectate-lyase B (PL1) Polygalacturonase (PG1)

Hapldtipo Isolado e g Haplétipo Isolado e o
éxons e introns éxons Sequéncia éxons e introns éxons Sequéncia
PL1_01 PL1_01 0S5-C20a PG1_01_01 PG1_01 085-C20a

0S5-D21a PG1_01_02 0S6-D29a
0S6-B11a PG1_02_01 PG1_02 0S5-C20b
0S6-B12a PG1_02_02 0S6-D29b
0S6-C17a PG1_03 PG1_03 0S5-D21a1
0S6-C19a 0S85-D21a2
0S6-D27a PG1_04 PG1_04 0S6-B12a1
0S6-D28a 0S6-B12a2
0S6-D33a PG1_05 PG1_05 0S6-C17a1
0S6-E37a 0S6-C17a2
PL1_02 01 PL1_02 0S5-C20b 0S6-C19a1
0S85-D21b 0S6-C19a2
0S6-B11b 0S6-D27a1
0S6-B12b 0S6-D27a2
0S6-C17b 0S6-D28a1
0S6-C19b 0S6-D28a2
0S6-D27b 0S6-D33a1
0S6-D28b 0S6-D33a2
0S6-D33b PG1_06 PG1_06 RO_B1A7a1
0S6-E37b RO_B1A7a2
PL1_02 02 RO_S1A5a1 RO_B1C4a1
RO_S1A5a2 RO_B1C4a2
RO_S1A6a1 PG1_07 PG1_07 RO_B2C2a
RO_S1A6a2 PG1_08_01 PG1_08 RO_B2C2b
RO_S1B8a1 PG1_08_02 RO_B3B4b
RO_S1B8a2 PG1_08_03 RO_B3C5b
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Pectate-lyase B (PL1)

Polygalacturonase (PG1)

Haplotipo Isolado e g Haplotipo Isolado e
éxons e introns éxons Sequéncia éxons e introns éxons Sequéncia
pPL1_02 02 PL1T_02 RO _S1C3a1 PG1_08 04 PG1_08 RO_B3C6b
RO_S1C3a2 RO_B3D6b
RO_S1D8a1 PG1_08_05 RO_B3D7b
RO_S1D8a2 PG1_09 PG1_09 RO_B2C8a1
RO_S2Ada1 RO_B2C8a2
RO_S2A4a2 PG1_10_01 PG1_10 RO_B3B4a
RO_S2D3a1 RO_B3C6a
RO_S2D3a2 RO_B3D6a
RO_S2E1a1 PG1_10_02 RO_B3C5a
RO_S2E1a2 RO_B3D7a
RO_S2E3a1 PG1_11 PG1_11 RO_B3B5a1
RO_S2E3a2 RO_B3B5a2
RO_S2E5a1 RO_B3B8at
RO_S2E5a2 RO_B3B8a2
RO_S2E7a1 PG1_12 PG1_12 RO_S1A5a1
RO_S2E7a2 RO_S1A5a2
RO_S2E9a1 RO_S1A6a1
RO_S2E9a2 RO_S1A6a2
PL1_03 PL1_03 RO _B1C4a PG1_13 PG1_13 RO_S2D3a1
RO_B2C2a RO_S2D3a2
RO_B2C8a RO_S2E1a1
RO_B3B4a RO_S2E1a2
RO_B3B8a RO_S2E3a1
RO_B3C5a RO_S2E3a2
RO_B3D7a RO_S2E7a1
PL1 04 PL1 04 RO_B1C4b RO_S2E7a2
RO_B2C2b RO_S2E9a1
RO_B2C8b RO_S2E9a2
RO_B3B4b
RO B3B8b Hospedeiro Arroz
Ro:B3CSb de origem Urochloa
RO_B3D7b (HO) Soja
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Figura 1
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Figura 1 (continuagao)
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Figura 1. Arvores obtidas por reconstrucédo filogenética bayesiana com
MrBayes. ilustrando as relagdes filogenéticas entre haploétipos de isolados de
Rhizoctonia solani AG-1 IA amostrados de arroz, soja ou Urochloa brizantha no
Brasil ou na Colbmbia baseando-se em quatro genes de enzimas
degradadoras de parede celular de plantas (EDPCPs): beta-xylosidase,

cellulase, pectate-lyase B e polygalacturonase. *

* Para a construgdo das arvores foram utilizadas a combinacao das regides
codificantes e ndo codificantes dos genes (éxons e introns) ou somente os éxons. Os
valores de credibilidade sdo apresentados para as trés linhagens (ou clados)
principais. Ramos de diferentes cores indicam distintos hospedeiros. Valores ao lado
de nés indicam o nivel de suporte posterior dos nés dentro de linhagens. O valor da

barra de escala no canto esquerdo inferior representa a distancia genética em substituigdes por

nucleotideo.
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