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1 RESUMO

Rhizoctonia solani representa um patégeno de importancia econdmica
mundial nas areas de cultivo da soja. Pode estar associado a VAarios sintomas como
tombamento, podridao de raizes e hipocétilos e mela ou requeima da soja. No Brasil, os
niveis de danos pela mela em soja variam de 31 a 60%, em lavouras dos Estados do Norte e
Nordeste. R. solani esta dividido em 14 grupos de anastomose (AG), que diferem quanto aos
aspectos culturais, viruléncia e fisiologia. Desta forma, objetivou-se caracterizar AG de R.
solani associados a soja no Brasil. Dentre 73 isolados analisados quanto a condicao nuclear, 6
foram binucleados e 67 multinucleados. Os isolados multinucleados (R. solani) foram
caracterizados através de anastomose de hifas, temperaturas limites para crescimento micelial,
requerimento de tiamina, temperatura letal, producdo de esclerédios e comparacdes por
RAPD. Através de anastomose de hifas, 4 isolados causadores de tombamento e podridao de
hipocétilos foram caracterizados como AG-4. Analises de RAPD permitiram verificar que
trés, desses quatro isolados, pertenciam ao AG-4 HGII, e o outro ao AG-4 HGI. Através da

fusdo de hifas com AG-2-2 IIIB, crescimento a 35°C e auxotrofismo para tiamina, foi



caracterizado um isolado, causador de tombamento e podriddo de raizes e hipocdtilos.
Sessenta e dois isolados, causadores de mela, realizaram anastomose de hifas com o AG-1 IA
apresentando em média 19,3 mm/dia de crescimento radial , formando esclerédios tipo
‘sasakii’, caracteristicos desse subgrupo. O enquadramento desses isolados no subgrupo IA foi
confirmado pela analise de RAPD entre os isolados de R. solani de soja e padrdes dos
subgrupos do AG-1. Estruturas sexuais de Thanatephorus cucumeris (anamorfo R. solani)
foram produzidas por um isolado do AG-1 IA, em condicOes de estufa bioldgica a temperatura
de 28+1°C. Os isolados dos AG-4 e AG-2-2 I1IB foram patogénicos em plantulas de soja cv.
FT-Cristalina, causando tombamentos, podriddes de raizes e de hipocétilos. O isolado do AG-
2-2 11IB causou lesBes extensas, com fendilhamento e exposicdo do cortex, diferente da
infeccdo pelos isolados do AG-4. Os isolados do AG-1 IA causaram queima foliar em plantas
adultas de soja cv. Xingu, tanto em casa de vegetacdo quanto em inoculagdes em folhas
destacadas, porém os resultados obtidos com as duas metodologias de inoculacdo ndo se

correlacionaram.

Palavras-chave: queima foliar, tombamento, podriddo de hipocdtilo, viruléncia em folha

destacada, RADP.



CITOMORPHOLOGICAL, CULTURAL, MOLECULAR AND PATHOGENIC
CHARACTERIZATION OF Rhizoctonia solani KUHN ASSOCIATED WITH
SOYBEAN IN BRAZIL. Botucatu, 2001. 138p. Tese (Doutorado em Agronomia / Protecéo
de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: ROSELI CHELA FENILLE

Adviser: NILTON LUIZ DE SOUZA

2 SUMMARY

Rhizoctonia solani represents a pathogen economically important in all
soybean-growing areas in the world. It causes pre- and post-emergence damping-off, root and
hypocotyl rot and foliar blight of soybean. Foliar blight has resulted in yield losses of 31-60%
in North and Northeast of Brazil. R. solani is divided into 14 anastomosis groups (AG), that
differ in cultural appearance, virulence, physiology and genetic. The aim of this study was to
characterize R. solani isolates associated with soybean in Brazil. Among seventy-three
Rhizoctonia isolates examined according to nuclear condition, six were binucleate and sixty-
seven were multinucleate. The multinucleate isolates (R. solani) were characterized according
to anastomosis group, limit temperature to radial growth, thiamine requirement, lethal
temperature, sclerotia production and molecular marker RAPD. Four isolates, cause of
damping-off and hypocotyl rot, belonged to AG-4. RAPD analysis showed that among four
isolates of AG-4, three grouped with HGII and one belonged to HGI subgroup. Other isolate,
cause of damping-off and root and hypocotyl rot, growth at 35°C in the dark and thiamine

auxotrophic, belonged to AG-2-2 11IB. Sixty-two isolates, cause of foliar blight, belonged to



AG-1 IA. The mean radial growth rate was 19,3 mm/day and producing sasakii-type sclerotia,
characteristic to the 1A subgroup. RAPD analysis among R. solani AG-1 IA isolates of the
soybean and anastomosis group testers, corroborate the characterization in 1A subgroup.
Perfect-stage Thanatephorus cucumeris (anamorph Rhizoctonia solani) was produced by one
AG-1 IA isolate, in incubator at 28+1°C. The AG-4 and AG-2-2 111B isolates were pathogenic
in soybean seedlings cv. ‘FT-Cristalina’, under greenhouse condition, causing damping-off
and root and hypocotyl rot. The AG-2-2 I1IB isolate caused large lesions and cortex tissue
exhibition, distinct of the infection caused by AG-4 isolates. The AG-1 IA isolates caused
foliar blight in adult soybean plants cv. “Xingu’ in greenhouse condition and detached leaf

virulence assay. The results of the two inoculation methods were not correlated.

Keywords: foliar blight, damping-off, hypocotyl rot, detached leaf virulence, RADP.



3 INTRODUCAO

A soja é a cultura de graos mais importante do Brasil, gerando divisas
da ordem de US$ 3 bilhdes anuais, o que diretamente afeta a balanca comercial (Yorinori,
1996). Tal fato coloca o Brasil como o segundo maior produtor de soja no panorama mundial,
perdendo somente para os Estados Unidos (Wrather et al., 1997).

As doencas estdo entre os principais fatores que afetam o rendimento
da soja, sendo responsaveis pelas grandes variacbes na produtividade de uma safra para a
outra. No periodo de 1970 a 1998, mais de 40 doencgas foram identificadas na cultura da soja
no Brasil (Yorinori, 1998). Esse nUmero continua aumentando com a expansdo da soja para
novas areas e como conseqiéncia da monocultura. As perdas anuais de soja por doencas sdo
estimadas em cerca de 15% a 20%, entretanto, algumas doencas podem ocasionar perdas de
quase 100%, individualmente (Embrapa, 1999).

Rhizoctonia solani Kiihn representa um grupo de patégenos habitantes

de solo, de grande importancia econdmica para a cultura da soja, sendo associado a varias



doencas como tombamento, podriddo da raiz e da base da haste, morte em reboleira e mela ou
requeima da soja (Embrapa, 1999).

As perdas por mela ou requeima da soja, ocasionadas por R. solani,
aumentaram de 0,07%, na safra 93/94, para 0,22%, na safra 97/98, levando-se em
consideracdo o total de perdas por doencas, que na safra 97/98 foi de 20,5% da producéo total
da cultura (Yorinori, 1998). Contudo, de acordo com Meyer & Yorinori (1999), em lavouras
do Maranhdo, Piaui, Tocantins, Pard e Roraima, os niveis de danos pela mela em soja variam
de 31% a 60%.

Existe uma tendéncia de aumento na incidéncia de requeima em soja,
visto a expansdo da cultura para os Estados das regides Norte e Nordeste (Maranhdo, Piaui,
Pard, Ronddnia, Tocantins e Roraima), onde registrou-se na safra 98/99 um aumento de 5,82%
na area plantada e, nos quais, as condig¢des climaticas de temperatura e umidade elevadas s&o
favoraveis a ocorréncia da doenca (Yorinori, 1998; Embrapa, 1999). Além disso, 0 aumento
de éareas irrigadas no Cerrado, que possibilitam o cultivo da soja no outono/inverno para a
producdo de sementes, bem como de outras espécies como feijao, ervilha, tomate e melancia,
que tambeém sdo afetadas pela podriddo radicular e mela de Rhizoctonia, sdo préaticas que,
possivelmente, contribuam para aumentar a importancia do patégeno para a cultura, pois
proporcionam potencial de indculo para a safra seguinte de soja (Embrapa, 1999).

Rhizoctonia spp. € um fungo que apresenta grande diversidade e,
somente a partir da caracterizacdo de grupos de anastomose (AG) e de grupos intraespecificos
(ISG), torna-se possivel a obtencdo de dados padrdes da variacdo genética existente nesse

género (Anderson, 1982; Ogoshi, 1987; Sneh et al., 1991; Vilgalys & Cubeta, 1994).



Antes do conceito de AG ou de ISG dentro de R. solani nédo era
possivel o melhoramento de variedades resistentes as doencas causadas por esse patdgeno,
pois este era considerado um patégeno com ampla gama de hospedeiros, e as diferencas entre
isolados ndo eram Oébvias (Leach & Garber, 1970). No entanto, com 0 avango nesses
conceitos, o alvo para o programa de melhoramento tornou-se mais claro, visto que o patdgeno
causador de determinada doenca numa planta sempre pertence a um AG ou ISG especifico.
Além disso, as diferengas taxondmicas entre AG ou ISG de R. solani estdo frequentemente
relacionadas com diferencas ecoldgicas e epidemioldgicas (Ogoshi, 1987).

No Brasil, a descricdo de grupos de anastomose que ocorrem na
cultura da soja resume-se a citacdo de Bolkan & Ribeiro (1985) para o Distrito Federal, que
constataram que um isolado de folhas e quatro isolados de hipocotilos de soja, foram
compativeis com 0 AG 1 e AG 4, respectivamente.

Desta forma, em funcéo da grande importancia econdmica da soja para
0 pais, do potencial que representa o patdgeno para a cultura e, no intuito de fornecer subsidios
para futuros estudos ecoldgicos e epidemioldgicos de R. solani na cultura da soja, bem como
para programas de melhoramento visando resisténcia ao patdgeno, foi desenvolvido o presente
trabalho de caracterizacdo de grupos de anastomose de R. solani associados a soja no Brasil, a
partir de caracteres morfologicos, culturais e patogénicos, em comparacao a caracterizacao por

marcadores moleculares RAPD.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Taxonomia do género Rhizoctonia

O género Rhizoctonia (DeCandolle, citado por Carling & Sumner,
1992) é um grande, diversificado e complexo grupo de fungos. Desde a constatacdo desse
género, aproximadamente 120 espécies foram registradas. Contudo, muitas dessas espécies
ndo se ajustaram dentro de Rhizoctonia como foram anteriormente descritas, nem dentro dos
grupos definidos pelos critérios atuais, ou ainda, representam sinénimos de espécies ja
descritas (Ogoshi, 1996).

A importéancia desse género pode ser constatada através do nimero de
publicacbes que referem-se a Rhizoctonia spp. Nos periddicos “Review of Applied Mycology”
(volumes 1-48) e “Review of Plant Pathology” (volumes 49-73), o numero de citacdes
incluindo Rhizoctonia aumentou de 24, em 1922, para 241 em 1994. Cerca de 3% do total de

citacdes em fitopatologia referem-se a Rhizoctonia (Ogoshi, 1996).



Muitos pesquisadores, incluindo Parmeter & Whitney (1970), Talbot
(1970), Sneh et al. (1991) e Moore (1996), apresentam uma lista de sinGnimos para
Rhizoctonia solani: R. alba, R. alii, R. fusca, R. gossypii, R. lupini, R. macrosclerotia, R.
melongena, R. microsclerotia, R. napae, R. praticola, R. rapae, Sclerotium irregulare, entre
outros; e para Rhizoctonia binucleadas: R. alpina, R. callag, R. candida, R. cerealis, R.
fragaria, R. oryzae-sativae, R. pini-insignis, R. quercus, R. ramicola, Sclerotium deciduum, S.
fumigatum, e S. oryzae-sativa, entre outros.

Para que se proceda ao enquadramento de determinado fungo ao
género anamorfo Rhizoctonia, varias caracteristicas morfolégicas devem ser consideradas,
dentre as quais: a ramificacdo em angulo reto observada proxima ao septo distal em hifas
jovens; presenca de um septo na ramificacdo da hifa proximo do seu ponto de origem;
presenca de septos do tipo doliporo; ramificacdes de hifas que s&o concéntricas em sua
extremidade basal; auséncia de grampos de conecgdo; auséncia de conidios (células
monilidides ndo sdo consideradas conidios); tecido esclerocial ndo diferenciado em
membrana, cértex e medula (ndo é necessaria a producdo de esclerddios, mas se presentes,
tecido esclerocial ndo é diferenciado); auséncia de rizomorfos; e como caracteristica adicional,
a fase teleomorfica deve pertencer ao Filo Basidiomycota (Parmeter et al., 1969; Parmeter &
Whitney, 1970; Ogoshi, 1987; Carling & Sumner, 1992).

Outros critérios adicionais tém sido utilizados para subdivisdo do
género Rhizoctonia, como: nimero de nucleos por célula, coloragdo da col6nia, didmetro da
hifa, morfologia da col6nia e patogenicidade (Carling & Sumner, 1992).

A maioria dos fungos do género Rhizoctonia sdo anamorfos de quatro

géneros de Basidiomycetes: Thanatephorus Donk., Ceratobasidium Rogers, Waitea Warcup &
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Talbot e Tulasnella Schroter. Rhizoctonia solani Kiihn, espécie multinucleada, corresponde ao
teleomorfo Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk. Waitea circinata Warcup & Talbot é o
teleomorfo de Rhizoctonia zeae Voorhees e Rhizoctonia oryzae Ryker e Gooch, espécies
multinucleadas. As espécies de Rhizoctonia binucleadas como Rhizoctonia repens Bernard e
Rhizoctonia oryzae-sativae (Sawada) Mordue, associam-se a varias especies de
Ceratobasidium como: C. cornigerum (Bourdot) D.P. Rogers, C. gramineum (lkata & T.
Matsuura) Oniki et al. e C. oryzae-sativae P.S. Gunnell & R.K. Webster, ou ainda, a

Tulasnella (Ogoshi, 1987; Sneh et al., 1991; Carling & Sumner, 1992).

4.2 Classificaco e caracterizacio de Rhizoctonia solani

Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk (teleomorfo de Rhizoctonia
solani Kihn), pertence ao Reino Fungi, Filo Basidiomycota, Classe Basidiomycetes, Ordem
Ceratobasidiales, Familia Ceratobasidiaceae (Hawksworht et al., 1995).

A classificacdo da espécie R. solani baseia-se em critérios
morfoldgicos, fisiologicos, genéticos e patoldgicos, que permitem a divisdo em grupos de
anastomose (AGs) (Anderson, 1982; Ogoshi, 1987; Sneh et al., 1991; Vilgalys & Cubeta,
1994). Segundo Carling (2000) existem 14 AGs para Rhizoctonia solani: AG-1 a AG-13 e
AG-BI. Além de AG, o conceito de grupos intraespecificos (ISG) baseado em evidéncias de
reacdo de anastomose, patogenicidade, morfologia e outros critérios, permitiu a diferenciacdo
de 23 ISG dentre os AGs de R. solani (Carling, 2000). Esta separacdo em ISG é suportada por
evidéncias obtidas em estudos serolégicos, anélise de acidos graxos, eletroforese de proteinas

e estudos de acidos nucléicos.
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Atualmente, para R. solani sdo relatados 3 ISG dentro do AG-1 (A,
IB e IC), 8 dentro do AG-2 (2-1 1, 2-1 11, 2-1 11, 2-2 I1IB, 2-2 1V, 2-2 LP, 2-3 e 2-t), 3 dentro
do AG-4 (HGI, HGII e HGIII), 2 dentro do AG-6 (HGI e GV), 5 dentro do AG-8 (ZG1-1,
ZG1-2, ZG1-3, ZG1-4 e ZG1-5) e 2 dentro do AG-9 (TP e TX) (Carling, 2000; Kuninaga &
Carling, 2000; MacNish & O’Brien, 2000).

Hifas de isolados pertencentes ao mesmo AG sdo atraidas e
conectadas, ou fundidas, umas as outras, enquanto que isolados de diferentes AG ndo exibem
esse comportamento (Ogoshi, 1987). Segundo Matsumoto et al. (1932), Flentje & Stretton
(1964), Parmeter et al. (1969), Carling et al. (1988), MacNish et al. (1993) e Cubeta &
Vilgalys (1997), quatro classes de reacdo podem ser diferenciadas em funcdo do grau de
interacdo entre hifas de isolados distintos, sendo representadas por CO, C1, C2 e C3.
Interagdes do tipo CO e C1 resultam em auséncia de fusdo ou somente contato entre 0s
isolados, e acontecem quando isolados de diferentes AGs séo pareados. Dentro do mesmo AG
podem ocorrer interacdes do tipo C2 e C3. Reacdes do tipo C2, também chamadas de ‘reacdo
de morte’ ou ‘anastomose imperfeita’, representam incompatibilidade somatica entre
individuos distintos geneticamente. Neste caso ocorre fusdo de parede celular e morte de
algumas das células em cada hifa envolvida na fus&o, sendo que sob microscopia de campo
claro, as células mortas apresentam-se plasmolisadas quando comparadas as células
adjacentes. Ja& reacdes do tipo C3, também denominadas de ‘anastomose perfeita’, indicam
identidade genética entre isolados, podendo representar relacionamento clonal. Reacdes C3
séo caracterizadas por fuséo de parede e membrana celular, sendo que o ponto de fuséo néo

fica claramente visivel, ndo ocorrendo morte de células.
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Vérias outras caracteristicas podem ser empregadas para agrupar 0s

isolados de R. solani em AG e ISG, dentre estas: requerimento de vitaminas, taxa de

crescimento micelial, temperatura 6tima de crescimento, tipo de esclerddios produzidos e

gama de hospedeiros (Sneh et al., 1991; Carling & Sumner, 1992).

As principais caracteristicas morfologicas, fisiologicas e genéticas dos

varios AG de R. solani estdo descritas no Quadro 1, e a distribuicdo mundial e gama de

hospedeiros, abaixo relacionadas:

AG-1: grupo de distribuicdo mundial e subdividido em 3 subgrupos, baseados na
morfologia da colbnia e patogenicidade: AG-1 1A, AG-1 IB e AG-1 IC. A distincdo clara
entre 0s 3 subgrupos ndo € conseguida com reacdo de anastomose. AG-1 IA, também
chamado tipo 2 ou tipo ‘sasakii’ (Carling & Sumner, 1992), € um patogeno de parte aérea
causador de seca da bainha em arroz (Jones & Belmar, 1989), queima de folhas em milho,
sorgo, feijdo e soja (Yang et al., 1988) e bronzeamento em gramados (Martin & Lucas,
1984). Esclerddios do tipo ‘sasakii’ tém aproximadamente 2-4 mm de didmetro e quando
maturos apresentam uma camada externa de células vazias e com parede espessa, que lhes
confere a capacidade de boiar na 4gua (Hashida & Kobayashi (1996). AG-1 1B, também
chamado de tipo 1 ou tipo microesclerodial (Carling & Sumner, 1992), é patdgeno de parte
aerea causador de queima de folhas em arroz, feijao, soja (Jones & Belmar, 1989) e alface
(Ozawa, 1977). AG-1 IC é patdgeno de parte subterranea e causa damping-off em cenoura
(Grisham & Anderson, 1983), linho (Garza-Chapa & Anderson, 1966), soja e pinheiro
(Parmeter et al., 1969).

AG-2: grupo com distribuicdo mundial, subdividido de acordo com requerimento de

vitamina, andlise de sequéncias do rDNA e patogenicidade, em 8 subgrupos: AG 2-1 (I, 1l
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e Ill), AG 2-2 (IlIB, IV e LP), AG 2-3 e AG 2-t. AG 2-1, também chamado de "winter
crops type" (Carling & Sumner, 1992), é patégeno de parte subterrdnea, causando
damping-off em cruciferas (Watanabe & Matsuda, 1966), podriddo de raiz em rabanete
japonés (Homma & Ishii, 1984) e queima de folhas em tulipa (Nakatomi & Kaneko,
1971). AG 2-1 tipo I, inclui isolados japoneses e holandeses, o tipo 11, isolados do Alaska e
da Austrélia e, o tipo 11, isolados da Italia (Kuninaga & Carling, 2000). AG 2-2 11IB,
também chamado de "rush type" (Carling & Sumner, 1992), é patdgeno tanto de parte
subterranea como de parte aérea, causando damping-off em beterraba (Watanabe &
Matsuda, 1966) e crisantemo (Kajiwara & Sugata, 1971), bronzeamento em gramado
(Hurd & Grisham, 1983) e seca falsa da bainha em arroz (Watanabe & Matsuda, 1966).
AG 2-2 IV, chamado também de "root-rot type"”, como o anterior, pode ser patdgeno de
parte subterrénea e aérea, causador de seca e podriddo de raiz em beterraba, podriddo de
raiz em muitas outras culturas e seca em gramado (Carling & Sumner, 1992). AG 2-2 LP ¢
agente causal de “large patch” em gramados (Hyakumachi et al., 1998). O AG 2-3 ¢
patdgeno causador de queima foliar em soja, constatado no Japédo (Naito et al., 1995).
AG-3: grupo homogéneo sem subgrupos conhecidos, chamado de “potato type”
(Watanabe & Matsuda, 1966). Possui crescimento lento e, geralmente, € mais tolerante a
baixas temperaturas que os demais AGs de R. solani. E patgeno de parte subterranea
causador de podridao de raiz e de tubérculos em batata (Carling & Sumner, 1992), e lesdes
foliares em tomate (Date et al., 1984), fumo (Meyer et al., 1990) e berinjela (Kodama et
al., 1982), sendo restrito aos locais de cultivo destas.

AG-4: também chamado de “praticola type” (Parmeter & Whitney, 1970), pode ser

subdividido em HG I, HG Il e HG Il1, com base na homologia das sequéncias de bases do



14

DNA, mas nio em reacio de anastomose. E patdgeno de parte subterranea e causa
damping-off e podriddo de raiz em vérias culturas como, cebola (Yamamoto & Uehara,
1972), ervilha (Shehata et al., 1983), batata (Elango, 1986), feijdo (Ceresini & Souza,
1997), soja (Muyolo et al., 1993a) e amendoim (Ceresini et al., 1996). Apresenta
distribuicdo mundial (Carling & Sumner, 1992).

AG-5: grupo homogéneo de patdgeno de parte subterrénea, causador de podridao de raiz e
de tubérculos em batata, mas é geralmente bem menos virulento que o AG-3 (Carling &
Sumner, 1992). Pode causar, também, bronzeamento em gramados (Martin & Lucas,
1984) e podriddo de raiz em feijdo e soja (Naiki & Ui, 1981). Ocorre na Europa, Asia e
América do Norte (Carling & Sumner, 1992).

AG-6: ndo é patogénico e ocorre somente no Japao (Kuninaga et al., 1979), sendo que
alguns isolados podem apresentar-se como micorrizas em orquideas (Uetake et al., 1988).
Possui dois subgrupos: AG-6 HGI e AG-6 GV, que podem ser diferenciados com base na
homologia das seqiiéncias de bases do DNA (Kuninaga & Yokosawa, 1984b), mas ndo por
reacdo de anastomose (Carling & Sumner, 1992).

AG-BI: chamado isolado "bridging"”, ocorre no Japdo (Kuninaga et al., 1979). Pode
formar certos graus de anastomose com isolados dos AG-2, AG-3, AG-6, AG- 8 e AG-11
(Carling & Sumner, 1992; Carling et al., 1994). E patégeno de parte subterranea, mas sua
patogenicidade ndo é bem documentada (Carling & Sumner, 1992).

AG-7: ocorre no Japao (Homma et al., 1983), sendo patdgeno de parte subterranea,
causador de danos menores em algumas culturas (Carling & Sumner, 1992).

AG-8: patdgeno de parte subterrénea, causador do ‘bare patch’ em cereais (Neate &

Warcup, 1985) e podridao de raiz em batata (Carling & Leiner, 1990). Ocorre na Australia,
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Nordeste dos EUA (Ogoshi et al., 1990) e U.K. (Burton et al., 1988). E subdividido em 5
subgrupos: ZG1-1, ZG1-2, ZG1-3, ZG1-4 e ZG1-5, de acordo com o padrdo de isoenzimas
pécticas (MacNish et al., 1993).

- AG-9: ocorre no Alaska e Oregon. E patdgeno fraco de parte subterranea que pode atacar
batata, couve-flor e linho (Carling et al., 1987). Este AG é subdividido em: TP e TX, de
acordo com a homologia de seqiéncias de bases do DNA e requerimento de tiamina
(Carling & Kuninaga, 1990).

- AG-10: ocorre no Nordeste do Pacifico em associa¢io com pequenas culturas de gréos. E
patdgeno de parte subterranea, sendo, principalmente, saprofita, com patogenicidade
pouco documentada (Carling & Sumner, 1992).

- AG-11: este grupo foi documentado no Oeste da Australia e em Arkansas (USA). E
patdgeno de parte subterranea, infectando hipocotilo de Lupinus angustifolius L. e soja,
principalmente (Carling et al., 1994).

- AG-12: grupo constatado na Australia, como micorriza em orquideas (Carling et al.,
1998).

- AG-13: associado a podriddo de raizes e hipocétilos de algodéo, podendo também infectar
couve-flor, rabanete e alface (Carling et al., 1999).

Os estudos de similaridade de seqliéncia de bases do DNA, também
melhoraram o sistema caracterizacdo de AG, visto que pelo método de agrupamento por
anastomose de hifas podem ocorrer erros de identificacdo devido a variacdo na frequéncia de
fuséo de hifas pois, segundo Sneh et al. (1991), existe dificuldade na diferenciacdo de isolados
do AG-1 e AG-2 pela fusdo de hifas. Além disso, hifas dos isolados do AG-2 fundem-se com

isolados do AG-8 e AG-BI.
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Embora o conceito de espécie bioldgica tenha sido amplamente
aplicado em muitos outros grupos de basidiomicetos heterotélicos (Boidin, 1986), a relacéo de
espécies bioldgicas a AG e ISG ndo € clara. As evidéncias obtidas com a sistematica
molecular de Rhizoctonia sugerem que muitos AGs e ISG sdo geneticamente distintos e
representam especies biologicas (Vilgalys & Cubeta, 1994). O fato de cada AG ser isolado
geneticamente, ndo ocorrendo intercruzamentos de populacGes, faz com que o conceito de AG

possa ser considerado como uma unidade evolucionaria (Anderson, 1982).

4.3 Importéancia de Rhizoctonia solani como patdgeno

Rhizoctonia solani pode causar perdas considerdveis a varias plantas
cultivadas comercialmente no Brasil, como pimentdo (Capsicum annuum L.), seringueira
(Hevea brasiliensis Muell. Arg.), soja [Glycine max (L.) Merr.), amendoinzeiro (Arachis
hypogaea L.), feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) e eucalipto (Eucalyptus spp.) (Campaci &
Figueiredo, 1964; Yorinori, 1998; Almeida et al., 1980; Gasparato et al., 1981; Tanaka &
Coqueiro, 1981; Bolkan & Ribeiro, 1985, Ceresini et al., 1996; Ceresini & Souza, 1997;
Silveira et al., 2000).

Particularmente para a soja, que € a principal cultura de gréos do
Brasil, totalizando, na safra 1998/99, 12.900.500 ha em area plantada, e uma producédo de
31.241.200 toneladas, vérias doencas ja foram associadas a R. solani, dentre estas
tombamento, morte em reboleira, podridao de raiz e da base da haste e mela ou requeima da

soja (Embrapa, 1999).
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Com relagdo aos sintomas provocados pelo patégeno na soja, pode
ocorrer a podriddo de sementes e plantulas em pré-emergéncia e o damping-off de pds-
emergéncia, com tombamento das plantulas 30-35 dias ap6s a emergéncia, sob condicbes de
temperatura e umidade elevadas. As plantulas apresentam na regido do colo e raizes, pequenas
manchas encharcadas, as quais vdo aumentando, e resultam em podriddo seca, de coloracédo
castanha a castanho-avermelhada. E comum o estrangulamento nesta regido da haste,
resultando em murcha, tombamento ou sobrevivéncia temporaria com emissdo de raizes
adventicias acima da regido afetada. Entretanto, as plantas frequentemente tombam antes da
floracdo. A morte em reboleira ocorre em plantas adultas, em anos chuvosos, com
temperaturas amenas (Almeida et al., 1997).

A mela ou requeima da soja, que frequentemente esta associada a fase
perfeita do fungo (T. cucumeris), pode afetar plantas em qualquer estadio de desenvolvimento,
atingindo toda a parte aérea. Os sintomas sdo mais evidentes nas folhas, peciolos e ramos
laterais. Pequenas lesdes encharcadas (lesbes primarias) evoluem rapidamente para grandes
manchas ou reboleiras. Ocorre a seca das partes afetadas, adquirindo estas uma coloragéo
castanho-clara a castanho-escura e folhas e peciolos infectados ficam pendentes ao longo da
haste ou caem sobre as plantas vizinhas, propagando a doenca. E comum, sobre as plantas
mortas, a formacdo de teias de micélio e abundantes microesclerodios. Hastes e vagens
infectadas apresentam lesdes castanho-avermelhadas. Regifes quentes e Umidas sdo favoraveis
ao desenvolvimento da doenga (Almeida et al., 1997).

No caso da podriddo negra da raiz e da base da haste, os sintomas
iniciam-se a partir da fase inicial de desenvolvimento das vagens, com uma podriddo castanha,

aquosa, proximo ao nivel do solo que estende-se para baixo e para cima, tornando-se
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posteriormente negra. O sistema radicular adquire coloracdo castanho-escura, o tecido cortical
fica mole e solta-se com facilidade, expondo um lenho firme e de coloracdo branca a castanho-
clara. Na parte superior, as plantas infectadas apresentam clorose, as folhas murcham e ficam
pendentes ao longo da haste. A ocorréncia da doenca, até 0 momento, esta restrita a Regido do
Cerrado e associada com anos de intensa precipitacdo (Almeida et al., 1997; Embrapa, 1999).

O controle de doencas causadas por R. solani em soja baseia-se em
préticas culturais e protecdo através do uso de fungicidas (Almeida et al., 1997). Como
medidas culturais Almeida et al. (1997) citam: evitar semeadura adensada, controlar plantas
daninhas, fazer rotacdo/sucessdo de culturas com gramineas, manter a adubacdo equilibrada,
eliminar compactacdo do solo, evitar semeadura em solo encharcado e incorporacéo de restos
culturais. O tratamento de sementes com fungicidas reduz a incidéncia de tombamentos
(Almeida et al., 1997). Alguns fungicidas como azoxystrobin + o0leo mineral, trifenil
hidroxido, tebuconazole + tiofanato metilico sdo recomendados para o controle de mela ou
requeima em soja (Utiamada et al., 1999; Utiamada et al., 2000).

Dados a respeito dos prejuizos ocasionados por R. solani a soja no
Brasil s&o relatados por Yorinori (1998) e Meyer & Yorinori (1999). Segundo Yorinori (1998)
as perdas estimadas na safra 1997/98, para mela ou requeima da soja, totalizaram 14.400
toneladas, num total de 6.440.600 toneladas de perdas com doengas. Entretanto, Meyer &
Yorinori (1999) citam que no periodo de 1991/92 a 1997/98, os niveis de danos registrados
para a mela ficaram entre 31 e 60%, em lavouras do Maranhdo, Piaui, Tocantins, Para e
Roraima. Niveis de 60% de danos foram constatados em lavouras de Roraima (Meyer"). Com

relacdo as demais doencas causadas por R. solani, ndo existem estimativas de perdas.

! MEYER, M.C. (CNPSo - EMBRAPA, Campo Experimental de Balsas-MA). Comunicacio pessoal, 2000.
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Na Louisiana, Estados Unidos, Yang et al. (1990a) constataram perdas
de até 30% nos plantios comerciais de soja, devido a queima da parte aérea causada por
Rhizoctonia. Também nos Estados Unidos, Muyolo et al. (1993b) relataram perdas acima de
45 e 50% causadas pela podriddo de raiz e mela da parte aérea, respectivamente, em cultivos
de soja. J& na Indonésia, Naito et al. (1993), constataram que 60% do total de plantas que
sobrevivem até o estadio de enchimento da vagem, apresentam podrid&o radicular causada por
Fusarium spp. e Rhizoctonia binucleadas AG-E.

A importancia da ocorréncia da mela ou requeima do soja tende a
aumentar nas proximas safras, visto a evolucdo da cultura na regido do Corredor de
Exportacdo Norte, no qual as condi¢cBes de temperatura e umidade sdo favoraveis ao
desenvolvimento do patégeno. Segundo Meyer & Machado (1999) a regido produtora de soja,
abrangendo o sul do Maranhdo, sudoeste do Piaui, nordeste do Tocantins e leste do Parg,
apresenta uma area agricultavel estimada em 5 milhdes de hectares. Leite (1999) estima que
no Mato Grosso, norte de Goiés e Minas Gerais, oeste da Bahia, sul do Maranhéo, sudoeste do
Piaui, Tocantins, Rondbnia e regides do Pard, Roraima, Amapd e Amazonas, existe um
potencial de 180 milhdes de hectares para serem explorados por gréos.

Com relacdo a caracterizacdo dos grupos de anastomose (AG) de
Rhizoctonia solani que ocorrem no Brasil, considera-se pioneiro o trabalho de Bolkan &
Ribeiro (1985). Esses autores descreveram AG de R. solani que ocorrem em varias culturas
como, cevada, feijdo, cenoura, café, algoddo, alface, batata, amendoim, ervilha, arroz,
seringueira, sorgo, soja, beterraba, trigo, entre outras. Na Ultima década outras citacOes
também trazem informacdes a respeito de grupos de anastomose que ocorrem no Brasil.

Ceresini et. al. (1996) e Ceresini & Souza (1997) relataram a associa¢do de R. solani AG-4
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HGI a podriddo de vagens em amendoinzeiro e de AG-4 HGI e AG 2-2 11IB ao feijoeiro no
Estado de S&o Paulo, respectivamente. Silveira et al. (2000) constataram a ocorréncia de AG-1
IB e AG-4, causando necrose e queima foliar em eucalipto. Entretanto, para a soja existe
somente a citacdo de Bolkan & Ribeiro (1985), os quais relatam AG-1 e AG-4 associados a
folhas e hipocétilos de soja, respectivamente.

Em outras regides do mundo onde a soja € produzida varios grupos de
anastomose tém sido relatados como patogénicos a cultura, dentre os quais: AG-1 IA (Atkins
Jr. & Lewis, 1954; Jones & Belmar, 1989; Yang et al., 1990a e 1990b), AG-1 IB (Jones &
Belmar, 1989; Atkins Jr. & Lewis, 1954; Muyolo et al., 1993a; Yang et al., 1990b), AG-1 IC
(Parmeter et al., 1969), AG 2-2 I1IB (Liu & Sinclair, 1991 e 1992; Muyolo et al., 1993a), AG
2-3 (Naito et al., 1995), AG-4 (Bolkan & Ribeiro, 1985; Naito et. al., 1993), AG-5 (Naiki &
Ui, 1981; Tu & Chang,1978) e AG-7 (Naito et al., 1993).

Queima da parte aérea (“aerial blight”) causada por R. solani AG-1 IA
foi constatada pela primeira vez na Louisiana (USA), em 1954 (Stroube, 1954) e, passou a ser
considerada como epidémica, em 1973, neste mesmo Estado (O’Neill et al., 1977).

No Texas, Estados Unidos, R. solani AG-1 IA e AG-1 IB foram
constatados em cultivos de soja em rotagdo com arroz (Jones & Belmar, 1989). Yang et al.
(1990a e 1990b), também relataram que R. solani AG-1 IA e AG-1 IB causam lesdes foliares
em soja na Louisiana. Constataram-se nesses campos, grande produgdo de microesclerddios
durante os meses de julho e agosto, produzidos por isolados do AG-1 IB e, também,
observaram-se a fase teleomarfica do patdgeno durante esses meses.

Muyolo et al. (1993a) determinaram que isolados de R. solani AG-2-2

I11B sdo agentes causais de podridGes de raizes e hipocétilos da soja em Ohio (USA) e, que o
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AG-1 IB causa lesdes foliares em soja, no Zaire. Também Liu & Sinclair (1991) constataram a
associacdo de R. solani AG-2-2 a soja, em lllinois (USA), causando podriddo de raizes e
hastes e, anelamento na regido do colo. Em funcéo de caracteristicas culturais e fisioldgicas
(crescimento a 35°C e auxotrofismo para tiamina), tais isolados correspondem, provavelmente,
ao subgrupo AG-2-2 I1IB.

Em 1994, no Japdo, um outro grupo de anastomose de R. solani foi
constatado em soja, causando queima foliar, 0 AG-2-3. Os sintomas observados no campo
pela infeccdo por este grupo de anastomose caracterizam-se por lesdes primarias, pequenas e
circulares, que sob condi¢cbes de umidade evoluem para extensas necroses (lesdes
secundérias), de formato irregular, ao redor das lesbes primarias. A presenca das lesbes
primérias pode ser associada a infeccdo por basididésporos produzidos pela fase teleomorfica
(Naito et al., 1995).

Naito et al. (1993) relataram a ocorréncia de R. solani AG-4 e AG-7
causando damping-off e podriddes radiculares em cultivos de soja, na Indonésia,
principalmente, durante a estacdo chuvosa.

R. solani AG-1 IC aparece como importante patdégeno sob condicdes
climéticas mais frias, tendo sido relatado como agente causal de podriddes em plantulas de

soja, no Canada (Parmeter et al., 1969).

4.4 Importancia da identificacao de grupos de anastomose

A identificacdo de AG ou de ISG dentro de R. solani, a partir de 1937

por Schultz (Schultz, citado por Vilgalys & Cubeta, 1994), trouxe grandes contribuicdes para
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0 estudo da resisténcia de plantas ao patdgeno, bem como para estudos epidemioldgicos e
ecoldgicos de vérias doencas causadas por Rhizoctonia, gerando avancos no controle destas.

Apos o estabelecimento de AG ou de ISG dentro de R. solani, o alvo
para 0 melhoramento tornou-se mais claro e direcionado, visto que o patégeno causador de
determinada doenga numa planta sempre pertence a um AG ou ISG especifico. Segundo
Muyolo et al. (1993b) a selecdo de germoplasma resistente tem sido facilitada pela
classificacdo de isolados de R. solani em grupos de anastomose, dentro dos quais existem
semelhancas quanto a patogenicidade e aos sintomas em certos hospedeiros.

Um exemplo da importancia destes conceitos pode ser constatada em
Muyolo et al. (1993b), os quais avaliaram o comportamento de Vvarios cultivares de soja e
feijdo quanto a podriddo de raizes e hipocotilos e & ‘web blight’. Em seus estudos, para a
avaliacdo da resisténcia a podridao de raizes e hipocotilos empregou-se isolados do AG-2-2 e
AG-4, enquanto que para a resisténcia a ‘web blight’, foi utilizado isolado do AG-1 IB. Esse
mesmos autores salientaram, ainda, que existe um potencial para resisténcia a R. solani em
soja (cultivares: ‘Asgrow 7986°, ‘Centennial’, ‘Hardee’, ‘RA 606°, ‘Pella’ e ‘Vickery’) e
feijdo (cultivar “‘Jackson Wonder’) e que, a identificacdo dos isolados quanto ao AG e
padronizacdo das técnicas experimentais sdo importantes na realizagdo de futuras pesquisas.

Harville et al. (1996) também testaram 91 genotipos de soja quanto a
resisténcia para queima foliar causada por R. solani (‘Rhizoctonia foliar blight’), constatando
promissores niveis de resisténcia nos cultivares ‘Buckshot 66’ e ‘Pioneer variety 9593’. Em
seus estudos foram empregados isolados do AG-1 subgrupos IA e IB.

Segundo Jones & Belmar (1989) a temperatura 6tima de crescimento,

sensibilidade a fungicidas e condigdes favoraveis a sobrevivéncia de propéagulos diferem entre
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isolados dos subgrupos 1A e IB do AG-1 e programas de melhoramento podem ser facilitados
pela selecdo apropriada de isolados.

Embora R. solani seja considerado um fungo com potencial para
infectar um ampla gama de hospedeiros, a ocorréncia de especilizacao por hospedeiro tem sido
relatada para Vvarios grupos de anastomose. Como exemplo temos o AG-3, que
predominantemente esti relacionado a doencas em batata (Bandy et al., 1988; Carling &
Leiner, 1990) e o0 AG-2-1, geralmente associado a couve-flor (Keijer et al., 1997). Em testes
de patogenicidade reciproca, Keijer et al. (1997) constataram que isolados do AG-2-1
causavam doenca em plantulas de couve-flor, mas ndo em tomate e isolados do AG-3 foram
altamente virulentos em tomate e batata, mas pouco afetaram couve-flor. Nas combinac6es
patogénicas (AG-2-1 e couve-flor, AG-3 e tomate) as hifas do fungo cresciam em direcéo ao
hospedeiro, alinhavam-se as células da epiderme, formavam ramificacdes em forma de ‘T e
‘almofadas’ de infeccéo e, ocorria a penetracdo. Em combinacgdes ndo patogénicas (AG-2-1 e
tomate, AG-3 e couve-flor), as hifas do fungo cresciam em direcéo ao hospedeiro e sobre este,
mas ndo ocorria adesdo, que € o primeiro passo para o processo de infecgdo.

A severidade para cada tipo de sintoma produzido pelo ataque de R.
solani pode variar em fungdo do grupo de anastomose considerado. Muyolo et al. (1993a)
testou 24 isolados do AG-2-2 11IB e 12 isolados do AG-4, todos causadores de podriddes de
raizes e hipocétilos. Foram constatadas diferencas quanto a viruléncia entre os diferentes AG.
Isolados do AG-2-2 11IB foram mais virulentos em raizes, enquanto que isolados do AG-4

foram mais virulentos em hipocaétilos.
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Kousik et al. (1994) relataram que tanto AG-1 IA e IB de R. solani,
como AG-1 IC, AG-4 e AG-5 podem formar ‘cushions’ de infeccdo em folhas de soja,
entretanto, isolados de outros grupos de anastomose ndo formam tais estruturas.

Diferencas entre os AG e ISG podem ser também relacionadas com
diferencas ecoldgicas e epidemioldgicas (Ogoshi, 1987).

Naito et al. (1995) descreveram um tipo de doenca foliar em soja
causada por T. cucumeris (R. solani AG-2-3), constatada no Japdo. Os sintomas desta doenca
assemelham-se mais as lesdes foliares causadas por basidiosporos de T. cucumeris (R. solani
AG-2-2 IV e AG-3) em beterraba e fumo, respectivamente, do que com 0s sintomas
constatados na parte aérea da soja pela infeccdo de R. solani AG-1 IA e IB. Entretanto, a
diferenciacdo entre 0 AG-2-3 e 0s AG-1 IA e IB da-se ndo somente pelos sintomas
observados, como também pelas caracteristicas epidemiologicas. O AG-2-3 tem sua infeccéo
realizada por basididsporos, ao passo que o AG-1 IA e IB, causam infec¢do a partir de hifas.

Dados epidemioldgicos, como por exemplo temperatura favoravel a
incidéncia, diferem entre grupos de anastomose. Kousik et al. (1995) relataram que a 35°C,
isolados do AG-1 IA formam, significativamente, mais ‘cushions’ de infecdo em folhas de
soja, assim como maior severidade de doenca, que isolados do AG-1 IB e outros grupos de
anastomose. Ja isolados do AG-5 causaram mais infeccdo em plantulas a 20°C que a 25-30°C.
Estas diferencas permitem entender porque a mela ou requeima da soja, no Brasil, restringe-se
as regides mais quentes do pais.

Conhecimentos ecol6gicos se fazem extremamente necessarios, pois
atualmente varios estudos vém sendo realizados enfatizando-se o controle biologico, onde

isolados de Rhizoctonia binucleadas ou de R. solani ndo patogénicos, sdo empregados no
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controle de doencas causados por Rhizoctonia spp. (Ichielevich-Auster et al., 1985; Cardoso &
Echandi, 1987a e 1987b; Cubeta et al., 1995). Segundo Herr (1988) isolados de Rhizoctonia
spp. binucleados controlaram efetivamente a podriddo da coroa e de raizes em beterraba
acucareira, causadas por R. solani AG-2-2, quando aplicados em plantas com idade entre 5 e
10 semanas, reduzindo significativamente o indice de doenca e aumentando o rendimento da
cultura.

A caracterizagdo do AG ou ISG de R. solani incidente sobre
determinada cultura pode determinar o sucesso ou ndo de praticas culturais empregadas para o
controle de doencas causadas por Rhizoctonia. O emprego de determinado programa de
rotacdo de culturas e a realizacdo de plantio direto podem ser condenados ao insucesso,
quando ndo se considera necessaria a caracterizacdo de grupos de anastomose que ocorreram
sobre a cultura precedente.

O conhecimento de qual o subgrupo do AG-1 que incide sobre soja é
essencial para se entender a relacdo entre densidade de indculo e incidéncia da doenga e
particularmente importante na tomada de decisdo quanto a rotagdo de culturas e cultivos
consorciados (Jones & Belmar, 1989).

R. solani AG-1 IA, além de causar queima da parte aérea em soja
(Stroube, 1954), também causa queima da bainha em arroz (Webster & Gunnell, 1992) e a
rotacdo arroz-soja pode contribuir para o aumento da incidéncia da doenca em ambas as
culturas (Harville et al., 1996). Isolados do AG-1 IA séo, segundo Kousik et al. (1994), mais
adaptados a infectar gramineas, visto que dentre treze gramineas testadas, doze apresentaram
‘almofadas’ de infeccdo formadas por isolados de tal subgrupo. J4, isolados do AG-1 IB,

testados sobre as mesmas gramineas, somente formaram ‘almofadas’ de infeccdo em sete
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delas, pois tal subgrupo é considerado como patogeno preferencial em hortalicas (Ogoshi,
1987).

De acordo com Ploetz et al. (1985) em solo de area sob cultivo minimo
com consorcio centeio-soja, dentre nove grupos de anastomose de R. solani caracterizados,
somente 0 AG-4 foi patogénico em plantulas de soja e centeio, em testes em casa de

vegetacao.

4.5 Aplicacdo da biologia molecular em estudos de grupos de anastomose de

Rhizoctonia solani

A sistemética de Rhizoctonia é dificil devido a falta de caracteristicas
seguras para a delimitagdo num taxon biologico significativo (Tu & Kimbrough, 1978).
Muitos problemas associados ao estudo de diferentes niveis de diversidade em Rhizoctonia sao
compreendidos melhor através do uso de marcadores moleculares (Vilgalys & Cubeta, 1994).

Progressos consideraveis tém sido possiveis pelo reconhecimento de
ISG como unidades taxonémicas fundamentais dentro de diferentes grupos em Rhizoctonia.
Vérios estudos tém demonstrado a utilizacdo dos conceitos de AG e ISG como indicadores de
grupamento genético e a validacdo mais convincente de tais conceitos advém de estudos de
sistematica molecular (Vilgalys & Cubeta, 1994).

Dentre as ferramentas aplicadas para a sistematica de Rhizoctonia
estdo: isoenzimas, hibridizacgdo DNA/DNA, anélises do polimorfismo de tamanho fragmentos
restringidos (RFLP), reacdo da polimerase em cadeia (PRC), polimorfismo do DNA

amplificado ao acaso (RAPD) e sequenciamento de DNA ribossémico e mitocondrial.
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A primeira demonstragdo clara que diferentes ISG s&o geneticamente
distintos, vem dos estudos de Kuninaga e Yokosawa, que empregaram medidas
espectrofotométricas de hibridizacdo de DNA para estimar o relacionamento genético
(Kuninaga & Yokosawa, 1982a; Kuninaga & Yokosawa, 1982b; Kuninaga & Yokosawa,
1983; Kuninaga & Yokosawa, 1984a; Kuninaga & Yokosawa, 1984b; Kuninaga & Yokosawa,
1985a; Kuninaga & Yokosawa, 1985b; Carling & Kuninaga, 1990). Utilizando outro método
para medir a extensdo de hibridizacdo baseado em DNA marcado com is6topos, Vilgalys
(1988) também demonstrou diferencas genéticas entre 1SG de quatro grupos de anastomose
diferentes.

Os valores de hibridizacdo de DNA entre AG sdo tipicamente baixos,
geralmente menores que 30%. Entretanto, a similaridade de DNA dentro de cada AG é,
geralmente, bem mais alta (cerca de 70%), embora varios grupos de anastomose abriguem
grupamentos anteriormente ndo detectaveis, com similaridade de DNA reduzida, incluindo
AG-4 e AG-6, com pelo menos, dois ISG cada (Kuninaga & Yokosawa, 1984a, Vilgalys,
1988). Uma complementaridade reduzida de DNA tem sido observada também para diferentes
ISG descritos dentro de AG-1, AG-2 e AG-9 (Kuninaga & Yokosawa, 19844, Vilgalys, 1988).
Os niveis de hibridizacdo de DNA/DNA dentro da maioria dos ISG séo, geralmente, altos (80-
100% de similaridade), quando comparados com o0s niveis entre dois I1SG, que sao,
geralmente, muito mais baixos (< 30%) (Vilgalys & Cubeta, 1994). Os resultados dos estudos
de hibridizacdo de DNA permitiram demonstrar que diferentes ISG pertencentes ao mesmo
AG sdo geneticamente distintos (Vilgalys & Cubeta, 1994).

Em outros fungos, baixos niveis de similaridade de DNA como

aqueles encontrados em Rhizoctonia solani, estdo associados com isolamento reprodutivo e
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especiacdo (Vilgalys & Johnson, 1987; Kurtzman, 1989) e, baseado nestas evidéncias, a
maioria dos ISG representam um tnico grupo evolucionario (Vilgalys & Cubeta, 1994).

As diferencas genéticas entre ISG de Rhizoctonia solani também tém
sido demonstradas através de analises de RFLP (Jabaji-Hare et al., 1990, Vilgalys &
Gonzalez, 1990a e 1990b). Uma vantagem do método de RFLP em relacdo aos estudos de
hibridizacdo de DNA é a quantidade bem menor de DNA necesséria para a analise
(geralmente < 1ug), tornando possivel o estudo de um grande nimero de isolados (os métodos
de hibridizacdo de DNA/DNA podem requerer, algumas vezes, mais de 1 mg de DNA total)
(Vilgalys & Cubeta, 1994). Utilizando-se PCR para amplificar segmentos de genes homélogos
de individuos diferentes, sdo possiveis analises de RFLP em amostras bem menores (< 1 ng de
DNA) (Cubeta et al., 1991, Liu & Sinclair, 1992; Liu & Sinclair, 1993).

Utilizando-se a técnica de ‘Southern Blotting” com fragmentos
‘andnimos’ de DNA nuclear clonados de um isolado do AG-3, Jabaji-Hare et al. (1990)
demonstraram que grupos especificos de RFLP poderiam ser detectados somente quando as
sondas de DNA clonadas eram hibridizadas com membros de seus proprios 1ISG. Cubeta et al.
(1992) também observaram padrdo semelhante de grupos especificos de hibridizag&o,
utilizando sondas de DNA nuclear randdmicas que hibridizavam para um dos trés dos ISG
classificados dentro do AG-4. A hibridizacéo especifica por clones de DNA randémico, neste
caso, pode ser atribuida diretamente aos baixos niveis de complementaridade de DNA que
existe entre diferentes 1ISG. Sondas de DNA especificas para cada ISG poderiam ser geradas
utilizando-se fragmentos de DNA randémico de cada ISG e, combinadas a outras técnicas

como PCR, possibilitariam diagnosticos mais rapidos de 1SG (Vilgalys & Cubeta, 1994).
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Anélises de RFLP de DNA amplificados por PCR poderiam, também,
ajudar a compreender as diferencas genéticas dentro e entre ISG, com a vantagem que 0
RFLP, neste caso, pode ser observado diretamente apds a eletroforese (Vilgalys & Cubeta,
1994).

Utilizando uma combinacdo de PCR e analise de restrigdo, Liu &
Sinclair (1992 e 1993) e Liu et al. (1993), examinaram uma por¢do de um rDNA repetido
codificando para uma sequéncia interna transcrita (ITS), separando as regides maiores do
cddigo no rDNA. Baseado na analise de restricdo de seqliéncias ITS de uma grande amostra de
isolados de campo, os padrdes de variacdo do rDNA revelaram, pelo menos, seis ISG dentro
do AG-1 e cinco ISG dentro do AG-2 (Liu & Sinclair, 1992 e 1993). As evidéncias para 0s
cinco I1SG detectados dentro do AG-2 sdo suportadas também pelos dados de uma porgéo do
gene rRNA mitocondrial (Liu & Sinclair (1992), assim como por dados de isoenzimas (Liu et
al., 1990; Liu & Sinclair, 1992).

Kanematsu & Naito (1995) utilizando-se da técnica de PCR para
amplificar regides ITS do rDNA, que foram posteriormente digeridas com quatro enzimas de
restricdo, conseguiram caracterizar o subgrupo AG-2-3 de R. solani, causador de queima foliar
em soja, o qual mostrou-se geneticamente distinto dos demais subgrupos do AG-2.

Segundo Liu et al. (1993), cerca de 25 grupos podem estar presentes
no complexo R. solani, baseando-se nos padrdes de restricdo de fragmentos ITS. Kuninaga et
al. (1997) sugerem que analises de regides ITS do rDNA podem ser valiosas na diferenciacéo
de subgrupos de AG, pois 0s mesmos constataram que a homologia de sequéncia de regides
ITS foram de 96% para isolados do mesmo ISG, de 66-100% para isolados de diferentes 1ISG

dentro do mesmo AG, e de 55-96% para isolados de diferentes AGs. Contudo, de acordo com
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Vilgalys & Cubeta (1994), deve-se tomar cuidado na equiparacdo da diversidade de rDNA
com o conceito de ISG, ja que muitos grupos de rDNA propostos ainda ndo foram estudados
utilizando-se outro critério.

Diferencas genéticas entre ISG também tém sido demonstradas
utilizando-se o método de marcadores de polimorfismo de DNA amplificados ao acaso
(RAPD) desenvolvido por Welsh et al. (1990) e Williams et al. (1990). Duncan et al. (1993)
descobriram que marcadores RAPD eram viaveis para diferenciacdo entre 1SG australianos no
complexo R. solani, assim como entre diferentes isolados dentro de alguns I1SG. Através de
andlises com marcadores RAPD, Yang et al. (1995), conseguiram diferenciar isolados do AG-
8 ZG1 de isolados do ZG2, atualmente designado como ZG1-5 (MacNish et al., 1993),
contudo, isolados dos subgrupos do ZG1 ndo puderam ser diferenciados, pelo marcador
utilizado. Segundo Toda et al. (1999), considerdvel variabilidade foram constatadas entre
isolados de diferentes AGs, na anélise de produtos amplificados por RAPD.

Pascual et al. (2000) utilizaram marcadores RAPD para analisar o
DNA “fingerprinting’ de 30 isolados de R. solani AG-1 IA causadores da queima da bainha
em milho nas Filipinas e Japao, observando niveis de 75% de similaridade entre os sete grupos
formados.

A simplicidade e rapidez na utilizacdo de marcadores RAPD, poderiam
tornar este método bastante (til para a caracterizacdo de Rhizoctonia spp., ndo fossem o0s
problemas com confianca e reprodutibilidade, onde os resultados entre diferentes laboratdrios

nem sempre sao comparaveis (Lessa & Applebaum, 1993).
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Uma outra ferramenta utilizada para estimar variabilidade e delimitar
ISG no complexo R. solani, é o estudo de polimorfismo de proteinas através de andlises de
isoenzimas.

Laroche et al. (1992) demonstraram a utilizacdo de dados de
isoenzimas para diferenciar isolados de campos de batata pertencentes ao AG-3 e AG-9. Os
padrdes de variacdo de isoenzimas entre os isolados do AG-3 proporcionaram evidenciar trés
subgrupos dentro do AG-3. Segundo Liu et al. (1990) e Liu & Sinclair (1992), os estudos de
isoenzimas possibilitaram diferenciar, pelo menos, cinco ISG dentro do AG-2. Também
MacNish et al. (1993), utilizaram estudos de isoenzimas pécticas para caracterizar cinco

zimogramas diferentes dentro do AG-8 de R. solani, correspondendo a diferentes I1SG.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Estabelecimento de colecdo de isolados de Rhizoctonia spp. da soja e

manutencgao de culturas

5.1.1 Isolamento a partir de tecidos vegetais infectados

Plantas de soja com sintomas de podriddo de raiz e de colo foram
coletadas em regiGes produtoras da cultura, no estado de Sdo Paulo. Os materiais foram
coletados em visita a propriedades na regido de Taquarituba-SP, onde a cultura foi implantada
em sistema de cultivo convencional e sob plantio direto. Plantas oriundas da regido de Santa
Barbara-SP, com lesdes no caule, obtidas junto a “Clinica Fitopatoldgica” do Departamento de
Producédo Vegetal — Setor Defesa Fitossanitaria, também foram processadas para isolamento.

Plantas adultas, j& na fase de formagdo de vagens, com sintomas de
queima de folhas e lesdes em peciolos, foram coletadas junto a propriedades da regido de

Lucas do Rio Verde-MT, por intermédio do Eng®. Agr®. Leandro Mussi.
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As plantas com lesdes na raiz e colo foram lavadas separadamente em
4gua, e secas ao ar. Amostras de tecidos (cerca de 4mm?), tanto de raiz e colo, como de folhas,
foram cortadas assepticamente das margens das lesdes e transferidas para placas contendo o
meio de cultura KHMP [KH,PO,, 1,0 g; MgS0,.7H,0, 0,50 g; KCI, 0,50 g; Fe;S0,4.7H,0,
0,01 g; NaNO,, 0,2 g; chloramphenicol, 0,05 g; &gar, 20 g; &gua destilada, g.s.p. 1000 ml; apos
esterilizacdo, em autoclave, a 121°C/30’: estreptomicina, 0,05 g; metalaxyl (Ridomil 25 WP),
0,24 g; prochloraz (Sportak 45), 0,0005g], modificacdo do meio de Ko & Hora (1971) pela
substituicdo de fenaminosulf (Dexon) por metalaxyl (Ceresini et al.,, 1996) e adicdo de
prochloraz (Castro et al., 1988). As placas contendo as amostras foram mantidas a 28°C, no
escuro. Apds 48 horas, evidenciando-se o crescimento micelial tipico de Rhizoctonia spp.,
fragmentos de hifas foram transferidos individualmente para meio de cultura batata-dextrose-
agar (BDA) (Tuite, 1969), com oxitetraciclina na concentracdo de 50ug/ml. Transferéncias de
fragmentos de hifas foram repetidas até a obtengéo de culturas puras uniformes.

Isolados de Rhizoctonia spp. oriundos de soja cultivada em Minas
Gerais e Parana, gentilmente cedidos pelo pesquisador Dr. José Tadashi Yorinori (CNPSo-
EMBRAPA, Londrina), também foram introduzidos a colecéo de isolados de Rhizoctonia spp.

da soja.

5.1.2 Colecéo de isolados

No Quadro 2 ¢ apresentada a rela¢do de isolados de Rhizoctonia spp. e

de R. solani de soja, mantidos na colecéo da micoteca do Departamento de Producdo Vegetal

— Setor Defesa Fitossanitéaria da Faculdade de Ciéncias Agronémicas — UNESP, Botucatu-SP.
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Quadro 2. Relacao de isolados de Rhizoctonia solani e Rhizoctonia spp. de soja, mantidos na
micoteca do Departamento de Producdo Vegetal — Setor Defesa Fitossanitaria, FCA,
UNESP, Botucatu-SP.

NUmero do isolado na  Sintomas (Variedade-idade) Procedéncia Data
colecdo (Proprietéario - Local)

SJ01* - Séo Gotardo - MG 1994
SJ02* cv. OC 16 Ponta Grossa - PR 1996
SJ 03* - Londrina - PR 1996
SJ 05, 06, 07 e 08**  Podridao de colo (Cultivo/ José de Faveri - 11/97

plantio direto: feijdo-trigo-soja  Taquarituba-SP
- cv. FT Abiara- + 20
DAE***)

SJ10 Podridéo de colo (Cultivo/ Ney Alves - 11/97
plantio direto: milho-soja - cv.  Taquarituba-SP
FT Abiara - £ 20 DAE)

SJllel2 Podriddo de colo (plantas com  Santa Barbara-SP 12/97
vagens em formag&o)

SJ 13, 14,15,16,19, Queima de folhas (cv. Garca Alécio Sachsser - Faz. 02/98

20,21 e 22 Branca - 95 dias) Tucano - Lucas do
Rio Verde-MT
SJ 23,24 e 26 Lesdo em peciolo (cv. Xingu -  Osmar Antonio Carlot 02/98
113 dias) — Faz. Carlot - Lucas

do Rio Verde-MT
SJ27,28,29,30e31 Queima de folhas (cv. Xingu-  Osmar Antonio Carlot 02/98
113 dias) — Faz. Carlot - Lucas
do Rio Verde-MT
SJ 33, 34, 36, 37,38, Lesdo em peciolo (cv. FT-108 - Valdir Schwarz - Faz. 02/98

39,40, 41, 42,43 e 44 108 dias) Itaipy - Lucas do Rio
Verde-MT

SJ 45, 46, 47, 48,49, Queima de folhas (cv. FT-108 - Valdir Schwarz - Faz. 02/98

50, 51, 52, 53, 54,56, 108 dias) Itaipu - Lucas do Rio

57, 58, 59, 60, 61, 62, Verde-MT

63, 64, 65, 66, 67, 68,

69, 70, 71,72, 73, 74,

75,76, 77,78, 79, 80

SJ8l Lesdo em colo (plantas com Ney Alves - 03/98
vagens formadas) Taquarituba-SP

* Isolados cedidos pelo Dr. J. T. Yorinori (CNPSo-EMBRAPA-Londrina)
** Todos 0s niumeros devem ser precedidos pela sigla SJ (soja)
*** DAE (dias apds a emergéncia)



40

5.1.3 Preservacéao dos fungos

Os isolados obtidos de soja, bem como os isolados dos grupos de
anastomose padrdes de Rhizoctonia solani (Quadro 3), sdo preservados em tubos de cultura
contendo BDA e o0leo mineral (Tuite, 1969), em frascos de penicilina com &gua destilada
esterilizada (Figueiredo, 1967) e em gréos de arroz segundo metodologia modificada de Sneh
& Adams (1996). Frascos de 250ml com tampa de rosca contendo grdos de arroz, agua
destilada e chloramphenicol, na concentracdo de 250ug/ml, foram levados ao fogo até iniciar
fervura. Em seguida, ap6s descanso por 10 minutos, a dgua foi retirada dos frascos, e estes
foram autoclavados duas vezes a 121°C/1 h, com um periodo de 24 horas de repouso entre as
autoclavagens. Os graos foram entdo transferidos para tubos plasticos com tampa de rosca
para vedacdo, e submetidos a nova autoclagem a 121°C/1h. Apds descanso por 24 horas,
fragmentos de micélio dos isolados, obtidos da periferia de culturas incubadas a 28°C por trés
dias, no escuro, foram transferidos para os tubos, e incubados a 26°C durante 10-14 dias, no
escuro. Concluida a colonizacdo total dos graos, os tubos foram colocados em dessecador por
cerca de 15 dias, objetivando a retirada da umidade, a fim de aumentar o tempo de
preservacdo dos isolados. Os tubos foram colocados a temperatura de -20°C.

Os isolados dos grupos de anastomose padrdes foram gentilmente
cedidos pelo Prof. Dr. Paulo Cesar Ceresini (FE/UNESP/Ilha Solteira-SP), que os introduziu
atraves da intermediacdo do CENARGEM - EMBRAPA. Os isolados introduzidos foram
procedentes de cole¢fes mantidas pelos pesquisadores J. B. Sinclair (Universidade de Illinois,
Urbana-Champaign, EUA), A. Ogoshi (Hokkaido University, Saporo, Japdo), L. J. Herr

(The Ohio State University, Wooster, EUA), S. Naito (Tohoku National Agricultural
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Quadro 3. Relacdo de grupos de anastomose de Rhizoctonia solani mantidos na micoteca do
Departamento de Produgdo Vegetal — Setor Defesa Fitossanitaria, FCA, UNESP,
Botucatu-SP.

Grupo de Origem Local Ano
anastomose NUumero  Responsavel pelo  Hospedeiro
original  isolamento (fonte)
AG-1 1A H5-513 NAITO Arroz Tohoku, Japdo 1993
AG-1 1A H5-519 NAITO Milho Tohoku, Japédo 1993
AG-1 1A H5-526 NAITO Milho Tohoku, Japdo 1993
AG 1-I1B - HERR Alface Ohio, EUA 1993
AG 1-IC - HERR Alface Ohio, EUA 1993
AG 1-IC M43 - Coniferas  Canada -
AG 2-1 - SINCLAIR - [llinois, EUA 1993
AG 2-1 PS-4 OGOSHI Ervilha Tokushima, Japdo 1973
AG 2-2 11IB - SINCLAIR Soja [llinois, EUA 1993
AG 2-2 IV RI-64 OGOSHI Beterraba  Ibaraki, Japéo 1960
AG 2-3 - NAITO Soja Japédo -
AG 3 SCL24 CARLING Tubérculo  Palmer, Alaska, 1983
de batata EUA
AG 4 - PARMETER - - -
AG 4 HGI - HERR Fumo Ohio, EUA 1993
AG 4 HGI AH-1 OGOSHI Amendoim  Chiba, Japao 1968
AG 4 HGI - KUNINAGA - Japdo -
AG 4 HGII - HERR Beterraba  Ohio, EUA 1993
AG 4 HGII RH 165 OGOSHI Beterraba  Hokkaido, Japéo -
AG 4 HGII - KUNINAGA - Japdo -
AG 4 HGIII - CUBETA Amendoim EUA -
AG5 GM-10 OGOSHI Soja Nagano, Japao -
AG5 RH 25 CUBETA - Japdo -
AG 6 HGI HAM 1-1 KUNINAGA Solo nativo  Japéo 1977
AG 6 HGI OHT 1-1 KUNINAGA Solo nativo  Hokkaido, Japéo 1977
AG 6 HGI UBU 1-1 KUNINAGA Solo nativo  Japéo 1976
AG 6 HGI NTA 3-1 KUNINAGA Solo nativo  Japdo 1977
AG 6 GV HN 1-1 KUNINAGA Solo nativo  Japdo 1977
AG 6 GV NKN 2-1 KUNINAGA Solo nativo  Hokkaido, Japéo 1977
AG7 1529 KUNINAGA Solo de Japdo 1979
campo
AG7 HO-1556 KUNINAGA Solo de Kagawa, Japdo 1979
campo
AG 8 RH 28 CUBETA - - -
AG9 SqgR1 CARLING Solo Palmer, Alaska, 1984
EUA
AG 11 RH 31 CUBETA - Arkansas, EUA -
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Experiment Station, Morioka, Japdo) e M. A. Cubeta (Duke University, North Carolina,

EUA).

5.2 Determinacdo de caracteristicas citologicas especificas de Rhizoctonia spp. e

Rhizoctonia solani

5.2.1 Numero médio de nucleos por célula

Esta determinagdo foi feita contando-se o nimero de nucleos em cada
uma de 20 células jovens em laminas de vidro para microscopia contendo camada fina de
agar-4gua (AA) a 3%. Essas laminas foram preparadas de forma semelhante a técnica da
l&mina de vidro para microscopia [adaptada por Ceresini et al. (1996) das técnicas de Herr &
Roberts (1980) e Kulik & Dery (1992)] descrita para identificacdo de anastomose de hifas,
diferente apenas pela ndo execucdo de pareamento entre isolados. As laminas de vidro foram
lavadas em solugéo de detergente, enxaguadas e secas ao ar. Posteriormente, foram colocadas
no interior de placas de petri de 90 x 20mm sobre papel de filtro cortado nas dimensdes da
lamina. Os conjuntos de laminas foram autoclavados a 121°C/30 min. Assepticamente, com
auxilio de uma pipeta, as laminas foram cobertas com AA a cerca de 90°C, a fim de formar
uma camada fina de £ 1mm de espessura. Um disco de BDA obtido da margem de uma
cultura nova de um isolado a ser identificado foi repicado para a ldamina. O conjunto foi
incubado a 25°C/40-48 horas, no escuro.

Apos incubacdo as laminas foram tratadas com formaldeido 3%, por

dois minutos, enxaguadas com &gua destilada esterilizada, por um minuto e secas com papel
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adsorvente. Posteriormente, as ldminas foram cobertas com solucdo 1ppm, em &gua destilada,
do corante DAPI (4’,6’diamidino-2-phenyl-indole), por 5 minutos, sendo apos, lavadas com
agua destilada esterilizada por 3 minutos, para retirada do excesso de corante do &gar e das
hifas. Apos retirado o excesso de agua, adicionou-se sobre a camada de gel uma gota de
glicerina, e sobre esta uma laminula de 20 mm?. As observacdes foram feitas em microscopio

sob luz ultravioleta a 160 e 300X de aumento (Martin, 1987; Kulik & Dery, 1992).

5.3 Caracterizacao de isolados de Rhizoctonia solani com relagdo ao grupamento

de anastomose

Os isolados de R. solani representantes dos grupos de anastomose
(AG-1 a AG-9 e AG-11) foram pareados com os isolados de R. solani obtidos de soja
tomando-se como base os relatos da literatura a respeito dos grupos de anastomose associados
a cultura da soja (Quadro 4), bem como pelos aspectos morfoldgicos das culturas em BDA,
além da coloragdo e tamanho dos esclerodios.

A anastomose de hifas foi determinada pela técnica da lamina de vidro
para microscopia [adaptada por Ceresini et al. (1996) das técnicas de Herr & Roberts (1980) e
Kulik & Dery (1992)] descrita no item 5.2.1. Um disco de BDA+oxitetraciclina (50ug/ml)
obtido da margem de uma cultura nova de um isolado a ser identificado e outro de um dos
isolados padrdes de R. solani com AG conhecido foram posicionados a 2cm um do outro sobre
a lamina de vidro com fina camada de AA a 3% e pH 8,5. O conjunto foi incubado a 25°C/40

horas, no escuro.



Quadro 4. Grupos de anastomose de Rhizoctonia solani relatados como patdgenos em soja.

Grupo de Anastomose

Doencas ocasionada

Referéncia

AG 1, ndo especificado
quanto ao subgrupo

AG 1-1A

AG 1-1B

AG 1-IC
AG 2-2 111B

AG 2-3
AG 4, ndo especificado
quanto ao subgrupo

AG 5

AG7

podridao de raizes
queima de folhas

queima de plantulas
“leaf blight”

“web blight” e “leaf blight”

“leaf blight”

“damping-off”
podriddes da coroa, raizes e
lesbes no caule
podriddes de hipocdtilos

“leaf blight”
podriddes de hipocdtilos

“damping-off”
podriddo de raizes
ndo descrita, apenas
associacao ao hospedeiro
“damping-off”

NAIKI & Ul (1981)

BOLKAN & RIBEIRO
(1985)

YANG et al. (1990)
ATKINS Jr. & LEWIS
(1954); JONES &
BELMAR (1989); YANG
et al. (1988 e 1990)
JONES & BELMAR
(1989)
ATKINS Jr. & LEWIS
(1954); MUYOLO et al.
(1993a e b); YANG et al.
(1990)
PARMETER et al. (1969)
LIU & SINCLAIR (1991 e
1992)
MUYOLO etal. (1993a e
b)

NAITO et al. (1995)
BOLKAN & RIBEIRO
(1985)

NAITO et al. (1993)
NAIKI & Ul (1981)
TU & CHANG (1978)

NAITO et al. (1993)

44

Quando as hifas dos isolados estavam se interseptando, adicionou-se,

sobre o centro da lamina, uma gota de solucéo de safranina O de Bandoni 0,03% e, ap0s, uma

gota de solucdo aquosa de KOH a 3% (modificado de Yamamoto & Uchida, 1982),

sobrepondo-se entdo uma laminula de vidro, sendo o excesso de corante retirado com papel de

filtro. As observacGes foram feitas em microscépio sob campo claro a 200 e 400X de aumento

(Liu & Sinclair, 1991).
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Foram consideradas hifas compativeis quando se observou conexao de
paredes celulares acompanhada de fusdo das células em anastomose e morte de algumas das
células em cada hifa envolvida na fusdo (reacdo categoria 2) ou, fusdo de paredes celulares e

plasmalema das hifas em anastomose (reacdo categoria 3) (Carling & Leiner, 1990).

5.4 Determinacdo de caracteristicas culturais de Rhizoctonia solani

5.4.1 Temperaturas minima, 6tima e maxima para crescimento micelial

Foram determinadas através da incubacdo por 48 horas em estufa
biol6gica, no escuro, numa amplitude de 5-45°C, em intervalos de 5°C. As comparacdes foram
efetuadas em placas de 9cm de didmetro, contendo meio de BDA + oxitetraciclina (50 pg/ml),
para 0 centro das quais transferiu-se discos de micélio obtidos das margens de culturas
crescidas em BDA+oxitetraciclina a 25°C/48 h, no escuro. Cada experimento constou de 5

repeticdes em um delineamento inteiramente casualizado.

5.4.2 Temperatura letal

Este referencial € considerado como sendo a menor temperatura capaz
de reduzir em 90 a 100% a sobrevivéncia de fungos e foi determinado de acordo com
metodologia empregada por Lefévré & Souza (1993), com variagdo na idade dos isolados de
R. solani [dias que os frascos com substrato (3 partes de esterco curtido de curral, 1 parte de

areia lavada e 2% de farelo de aveia, com 30 ml de 4gua para cada 100 ml de substrato seco ao



46

ar) permaneceram na incubadora apds a repicagem]. Os testes foram realizados em banho
térmico. O substrato foi retirado assepticamente do frasco com auxilio de uma espatula e
colocado em tubos esterilizados na quantidade de, aproximadamente, 6 cm*/tubo. Com auxilio
de um bastonete de algoddo todas as particulas aderentes a parede do tubo foram removidas,
evitando a existéncia de fragmentos ndo imersos quando o tubo foi introduzido no banho.
Imediatamente antes do tratamento foi adicionada &gua destilada esterilizada nos tubos, de
modo que o substrato ficasse saturado, sem bolhas de ar, proporcionando melhor
condutividade térmica.

Para monitoramento da temperatura no interior dos tubos, foi montado
um tubo padrdo de cultura, idéntico aos tubos usados nos tratamentos. Nesse tubo foi colocada
a mesma quantidade de substrato, agua destilada e um termdmetro aferido com o termdmetro
do banho térmico. Quando o termémetro do banho térmico indicava a temperatura desejada, o
tubo padrdo (com termbémetro) e os tubos com substrato a serem tratados foram introduzidos
no banho, de modo que todo o substrato ficasse submerso. No momento em que a temperatura
do tubo padrdo atingia a temperatura desejada, foi iniciada a contagem de 30 minutos de
tratamento.

Apos a permanéncia por 30 minutos, em imersdo, no banho a dada
temperatura, o conteddo do tubo de cultura foi vertido assepticamente em placa de petri
esterilizada, contendo papel de filtro para absor¢do do excesso de agua. O substrato foi entdo
revolvido e espalhado por toda a placa. Em seguida 20 fragmentos foram transferidos, com
auxilio de pinca com ponta fina, para 4 placas de petri (5 fragmentos/placa) com BDA+
oxitetraciclina (50 pug/ml). Da mesma forma 4 placas receberam fragmentos de substrato

colonizado, porém sem tratamento térmico, representando o controle. As placas foram
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armazenadas a 26°C, no escuro, por tempo suficiente para indicar se houve sobrevivéncia do
fungo aquela dada temperatura. Foi verificada a porcentagem de fragmentos que apresentou
crescimento do fungo. As temperaturas testadas variaram em intervalos de 2,5°C em uma

amplitude de 40,0 a 52,5°C.

5.4.3 Requerimento de tiamina

Foi determinada para isolados de R. solani de soja com AG conhecido
utilizando-se 0 meio de GASP [D-glucose, 10g; L-asparagina, 2g; MgSQO,.7H,0O, 0,5g;
KH,PO,4, 1g; Fe(NO3)3.9H,0, 0,2mg; ZnSO,.7H,0, 0,2mg; MnS0O,.7H,0, 0,1mg; agua
destilada e deionizada, g.s.p. 1000ml; &gar, 20g] descrito por Ogoshi & Ui (1979) e
metodologia adaptada por Johnk & Jones (1993) onde culturas novas de cada isolado
cresceram separadamente neste meio, a 26°C no escuro.

Anteriormente a determinacdo do requerimento de tiamina foi
verificado o efeito das condigdes de cultivo (pH do meio de GASP - original-4,7 e corrigido
para 7,0) sobre o crescimento de isolados padrdes autotréficos e auxotréficos para tiamina.
Um disco de cultura de cada isolado, crescido em meio basal de GASP, foi transferido para
50ml de meio de GASP liquido com ou sem hidrocloreto de tiamina (10°M), em frasco de
Duran de 250ml. Quatro frascos foram preparados para cada isolado, distribuidos em um
agitador horizontal e incubados por 15 dias a temperatura de cerca de 26 + 2°C a 120 rpm, no
escuro. Apds esse periodo, a massa micelial de cada isolado foi separada do meio de cultura
através de filtracdo a vacuo e seca em estufa a 65°C/48 horas. O delineamento experimental

foi inteiramente casualizado, com 4 repeti¢cbes. Foi comparada a massa micelial seca dos



48

isolados, determinando-se a relacdo entre massa micelial produzida em meio com

tiamina/massa micelial produzida em meio sem tiamina (Lui & Sinclair, 1991).

5.4.4 Producao de esclerodios

Conforme metodologia descrita por Viana & Souza (1997), para
produgdo de microesclerddios de Macrophomina phaseolina, procedeu-se a producdo de
esclerédios em meio de cultura BDA com 0,7% de 4gar. Para cada placa de petri contendo
meio de cultura foi transferido um disco de 5mm de diametro obtido de cultura de R. solani
crescida por 48 horas em meio de BDA + oxitetraciclina (50 ug/ml), no escuro, sendo estas
mantidas a 26°C/30 dias, no escuro. O experimento foi delineado de forma inteiramente
casualizada com 5 repeticdes.

Para quantificacdo dos esclerddios formados, meio de cultura contendo
os esclerddios e agua destilada esterilizada foram agitados em liguidificador, em velocidade
média, por 1 minuto. Para que os esclerédios maiores ndo fossem quebrados durante o
processo de separacdo, realizou-se a retirada destes com pinga, assepticamente, antes da
agitacdo em liquidificador. Em seguida o contetdo foi transferido para peneiras com aberturas
de 0,850, 0,600, 0,425 e 0,250 mm. Todos os esclerddios foram ressuspendidos em &gua e
transferidos para conjunto de funil de blchner e kitassato contendo papel de filtro para
filtracdo a vacuo. A viabilidade de esclerodios por classe de tamanho para os isolados de R.
solani foi determinada transferindo-se 50 esclerddios de cada classe para 5 placas de petri de
9cm de didmetro contendo meio de BDA + oxitetraciclina (50 ug/ml) (10 esclerddios/placa).

A quantificacdo da proporcdo de esclerodios germinados foi determinada apds incubacéo a
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26°C/48 h. O numero de esclerédios em cada classe foi estimado pela contagem dos

esclerédios com auxilio de microscopio estereoscopio.

5.5 Formacdo da fase teleomorfica

A fase sexual foi induzida através da inoculacdo de folhas de soja
enraizadas, mantidas em frascos de vidro em estufa incubadora. Foliolos de soja com algodao
umedecido na base, acondicionados em placas de petri, foram mantidos em estufa incubadora
tipo B.O.D. com temperatura ajustada para 26°C e fotoperiodo de 12 horas. Apés
enraizamento, tais foliolos foram transferidos para vidros de penicilina contendo agua e 0s
conjuntos foram colocados em recipientes de vidro de 5 litros. Suspensdo de miceélio
(proporcao de 10:1) foi utilizada para inoculagdo. A umidade dentro do recipiente foi mantida
pela aspersdo de agua, quando necessario, e 0s conjuntos foram mantidos em estufa
incubadora a 28-29°C e fotoperiodo de 12 horas. Apds aparecimento dos sintomas da doenca,

monitorou-se a formacao de himénio, basidias e basididsporos.

5.6 Patogenicidade de Rhizoctonia solani a soja

Os isolados obtidos de hipocétilo ou raizes foram inoculados nas
plantas hospedeiras, sob condigdes de casa de vegetacdo, utilizando-se substrato de
crescimento areno-organico, constituido por 3 partes de esterco curtido peneirado, 1 parte de
areia lavada e 2% de farelo de aveia (p/v), umedecido com agua destilada na propor¢édo de

30ml de &gua para cada 100ml de substrato seco ao ar. Foram colocados cerca de 200ml desse



50

substrato por frasco de vidro transparente (soro fisiologico de 350ml), tampado com rolha de
borracha furada ao centro, na qual se introduziu um tubo de vidro vazado, vedando-se com
tampdo de algoddo. Procedeu-se a autoclavagem destes por duas vezes, durante uma hora a
121°C, com um periodo de 24 horas entre as autoclavagens.

Para a superficie do substrato, ap6s descanso de 24 horas, foram
repicados 3 discos de micélio de 5mm de didmetro obtidos da periferia de culturas crescidas
em BDA + oxitetraciclina (50 pg/ml) a 26°C/48 h, no escuro. Os frascos foram mantidos em
incubadora a 26°C por 15 dias, até colonizagdo total do substrato. Alguns frascos
permaneceram sem o fungo, servindo assim para confirmar o sucesso da autoclavagem. Apds
4 dias da repicagem e por mais 2 vezes a cada 4 dias, procedeu-se a agitacdo dos frascos para
promover a colonizac¢ao uniforme do substrato.

Foram utilizados vasos de 18 cm de diametro na parte superior e
formato conico, com capacidade para 1500ml de solo. Realizaram-se inoculacdes em dois
tipos de solo, solo natural retirado de barranco e solo com calagem e correcdo da saturacao de

bases (Quadro 5). Do volume total, 500ml para cada vaso, foi retirado para inoculagéo.

Quadro 5. Analise quimica dos solos utilizados no experimento.

pH M.O. Presina mmol/dm® Vv
CaCl, g/dm®* mg/dm* H+Al K Ca Mg SB CTC %
Semcorrecdo 4,5 6 2 20 0,2 3 1 5 25 19

Com corre¢do 5,9 44 209 24 32 66 29 98 121 80

Os isolados de R. solani foram incorporados pela mistura do substrato
areno-orgéanico contido nos frascos, com 500ml de solo, na propor¢do de 1% (peso/volume -
peso do substrato por volume de solo). Apds homogeneizacdo, em sacos plasticos, o solo

inoculado foi retornado aos vasos. Posteriormente,10 sementes de soja da cv. FT Cristalina
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foram semeadas em cada vaso, sendo estes mantidos em casa de vegetagdo, com temperatura
ajustada para 25+2°C. Sempre que necessario os vasos foram molhados, de modo a manter a
umidade dentro da capacidade de campo. Foram incluidos vasos contendo plantas ndo
inoculadas com o patdgeno representando o controle do experimento, bem como padrdo para
calculo da porcentagem de germinacdo das sementes. O delineamento foi inteiramente
casualizado, com 5 repeticdes.

Os isolados da parte aérea foram testados quanto a agressividade, sob
duas condicOes: em plantas cultivadas em vasos e em ensaios em folhas destacadas, de acordo
com as metodologias descritas por Bolkan & Ribeiro (1985) e por Muyolo et al. (1993a),
respectivamente.

A agressividade em planta inteira foi realizada em plantas de soja cv.
Xingu com idade aproximada de 47 dias, cultivadas em vasos plasticos contendo solo natural,
sob condicGes de casa de vegetagdo, nas quais realizou-se adubacdo de cobertura com yogen
n®2, de acordo com o recomendado para a cultura. A inoculacéo se deu através da deposicdo,
na regido central da folha, de um disco de micélio do isolado a ser testado, obtido de cultura
crescida em BDA + oxitetraciclina (50 pg/ml) por 48 horas a 26°C, no escuro. Apds a
inoculagéo, toda a bancada contendo os vasos com as plantas inoculadas foi coberta com filme
plastico transparente, que foi mantido até o momento da avaliacdo, visando manter as
condicOes de umidade. Foram inoculadas trés folhas por planta, duas plantas por vaso e dois
vasos por isolado. Folhas inoculadas de forma semelhante, no entanto, com discos somente
com BDA + oxitetraciclina (50 pug/ml), serviram como testemunha.

No teste de agressividade em folhas destacadas utilizou-se folhas de

plantas, da mesma cultivar, com aproximadamente 55 dias, cultivadas sob as mesmas
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condicOes daquelas empregadas no teste de viruléncia em planta inteira. Folhas sadias e com
bom aspecto nutricional foram lavadas com solugdo aquosa de hipoclorito de sédio 0,3% por 3
segundos e enxaguadas por duas vezes com agua deionizada esterilizada. Cada trifolio foi
colocado em placa de petri de 15 cm de didmetro, com papel de filtro no fundo, umedecido,
sendo o conjunto placa + papel de filtro, previamente autoclavado a 121°C/30 minutos. Para o
centro do trifélio repicou-se um disco de micélio do isolado a ser testado, obtido de cultura
crescida em BDA + oxitetraciclina (50 pug/ml) por 48 horas a 26°C, no escuro. A placa foi
vedada com filme pléstico, no intuito de manter a umidade, e acondicionada em estufa
bioldgica com temperatura ajustada para 26°C, e fotoperiodo de 12 horas. Foram inoculados
trés trifdlios por isolado. Folhas inoculadas com discos contendo somente BDA +
oxitetraciclina (50 pug/ml), serviram como testemunha.

A avaliacdo da severidade dos isolados obtidos de hipocdtilo e raiz foi
efetuada aos 14 dias ap6s inoculacdo e semeadura, atraves de um indice de doenca (ID)
baseado numa escala de notas variavel de 0 a 7 (modificada de Davey & Papavizas, 1959 e
Chung et al., 1988). A escala de notas engloba os seguintes niveis de doenga:
0 = plantas sem infeccao visivel;
1 = plantas com descoloracao tipica do caule, cotilédones e raizes;
2 = plantas com lesdes pequenas;
3 = plantas com lesdes largas;
4 = plantas com lesdes extensas (50% do caule);
5 = plantas completamente aneladas;
6 = damping-off de pds-emergéncia;

7 = damping-off de pré-emergéncia.



53

Para os isolados da parte aérea, a avaliacdo da severidade foi efetuada
5 dias apds inoculacdo, utilizando-se indice de doenca (ID) baseado numa escala de notas com
cinco niveis (Bolkan & Ribeiro, 1985):
0 = sem sintomas aparentes;
1 = 1-25% da superficie do foliolo com area necrosada;
2 = 26-50% da superficie do foliolo com area necrosada;
3 = 51-75% da superficie do foliolo com area necrosada;
4 = mais de 75% da superficie do foliolo com &rea necrosada.
Cada foliolo do trifolio foi avaliado separadamente.
Foi efetuado o reisolamento do patégeno em algumas das plantas

inoculadas, para confirmacao da presenca do patégeno como causador dos sintomas.

5.7 Caracterizagdo dos isolados de Rhizoctonia solani por marcadores moleculares

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

5.7.1 Extracgédo de DNA total

Utilizou-se o  protocolo  aprimorado para  Colletotrichum
gloeosporioides e Fusarium oxysporum (Kuramae-lzioka, 1997), onde trés discos de micélio
de 0,5 cm de diametro foram retirados de culturas crescidas em BDA + oxitetraciclina (50
ug/ml), mantidas por 3-4 dias a 26°C, no escuro, e colocados em tubos 50ml contendo 30ml de

meio liquido batata-dextrose. Estes foram incubados durante 10 dias, no escuro, a 26°C.
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Os micelios dos isolados foram lavados trés vezes com agua destilada
esterilizada, secos em SpeedVac e armazenados a -20°C até a extracdo do DNA.

Para extracdo do DNA total, os micélios foram triturados com auxilio
de pistilo e almofariz em nitrogénio liquido e, apés, ressuspendidos com 700 ul de tampé&o de
extracdo (100mM Tris, pH8,0, 50mM EDTA, pH 8,0, 500mM NaCl, 20% sodium dodecyl
sulfate). O homogeneizado foi incubado por 30 minutos a 65°C, em banho-maria, sob
agitacdo. Adicionou-se 500 ul de acetato de potassio 5M as amostras e estas foram colocadas
em banho de gelo por 30 minutos, sendo realizada a inversdo a cada 5 minutos. Centrifugou-se
as amostras por 10 minutos a 12.000 rcf. O sobrenadante foi extraido mais uma vez com
cloroférmio:élcool isoamilico (25:1). Em cada amostra foi adicionado um volume de
isopropanol para precipitar o DNA, sendo realizada nova centrifugacdo por 10 minutos a
12.000 rcf. O “pellet” foi lavado com 700 ul de etanol 70% e centrifugado por 5 minutos.
Secou-se 0 ‘pellet’ em SpeedVac por 10 minutos. O DNA foi dissolvido em 1/10 TE (10mM
Tris, pH 8,0, ImM EDTA) e tratado com 40 ug/ml de RNase DNase-free a 37°C, durante 3
horas. A quantificacdo do DNA foi feita em GenQuant (Pharmacia). Foi lida a razdo
Aosonm/Azsonm de todas as amostras de DNA para determinar a qualidade do DNA, a qual
estava entre 1,7 e 1,9 indicando que estes estavam livres de proteinas e carboidratos. Todas as
amostras de DNA foram mantidas a -20°C até o momento das reacBes de RAPD

(polimorfismo de DNA amplificados ao acaso).
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5.7.2 ReacOes de RAPD

Os “primers’ utilizados para as rea¢oes de RAPD foram OPP-03, OPP-
10, OPP-11, OPP-12, OPP-14, OPP-15, OPP-17, OPP-18, OPP-19, OPA-02, OPA-03, OPA-
17 e OPA-20, provenientes dos ‘kits” A e P da Operon (Operon Technologies Inc. Alameda,
CA) (Quadro 6). Os procedimentos para as reacdes da RAPD foram basicamente aqueles
descritos por Williams et al. (1990). Foram utilizadas placas de ELISA com 96 células para as
reacdes, onde cada uma continha 10X tampédo PCR, 1,5mM MgCl,; 2,5mM de cada um dos
quatro dNTPs, 5 ng de “primer”, 5ng de DNA gendmico e 1,0 unidade de Tag DNA
polimerase. O volume de 20 pl de reacdo foi coberto com 30 ul de éleo mineral. Para as
amplificacdes, o termociclador foi programado para um ciclo a 96°C por 2 min., seguido de 35

ciclos a 96°C por 1 min., 35°C por 1 min., 72°C por 1,5 min., e um ciclo a 72°C por 5 min.

Quadro 6. Sequiéncia dos “primers’ usados em reacdes de RAPD para determinar similaridade
genética entre isolados de Rhizoctonia solani listados no Quadro 2 e grupos de
anastomose padroes.

Codigo-OPERON Seqiiéncia (5" para 3")
OPA-02 TGCCGAGCTG
OPA-03 AGTCAGCCAC
OPA-17 GACCGCTTGT
OPA-20 GTTGCGATCC
OPP-03 CTGATACGCC
OPP-10 TCCCGCCTAC
OPP-11 AACGCGTCGG
OPP-12 AAGGGCGAGT
OPP-14 CCAGCCGAAC
OPP-15 GGAAGCCAAC
OPP-17 TGACCCGCCT
OPP-18 GGCTTGGCCT

OPP-19 GGGAAGGACA
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Em cada tubo contendo 20ul de reacdo e em 200 ng do marcador
molecular Ladder 1Kb foi adicionado 4,0ul de tampéo de carregamento (40% de sacarose e
0,25% bromofenol azul) (Sambrook et al., 1989). Os produtos de RAPD e o marcador
molecular foram separados em gel de agarose a 1,5% em TBE (0,1M de Tris-HCI, 0,1M de
acido bérico, 0,02mM de EDTA, pH 8,3) contendo 10 mg/ml de brometo de etidio (Sambrook
et al., 1989), numa voltagem aproximada de 5V/cm de gel. Os géis foram fotografados e

impressos em aparelho ‘Eagle Eye’ em preto e branco, para anélise.

5.8 Analise dos resultados

Os dados citomorfoldgicos, culturais e fisiolégicos foram comparados
através das médias e pela distribuicdo de frequéncia ou positividade/negatividade dos
fenbmenos observados.

Dados referentes a patogenicidade foram submetidos a andlise de
variéncia pelo teste F de Snedecor, e ao teste de Tukey para comparagdo de medias, ao nivel
de probabilidade de 5%. Os dados de patogenicidade dos isolados causadores de queima da
parte aérea foram comparados através de correlages simples, empregando-se o Teste t para se
determinar a significancia dos coeficientes de correlacdo de Pearson (Pimentel Gomes, 1982).

As analises dos dados do polimorfismo de DNA amplificados ao acaso
(RAPD) foram realizadas no programa computacional NTSYS-pc 1.8, Numerical Taxonomy

and Multivariate Analysis System (Rohlf, 1992).
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Os dados foram registrados na forma de auséncia/presencga de bandas
de gel. Bandas de mesmo comprimento foram consideradas como idénticas. Estes dados foram
codificados na forma binaria (1 para presenca e 0 para auséncia).

A distancia genética entre os isolados de R. solani de soja e padrdes de
anastomose foi determinada pelo coeficiente Sample Matching.

A matriz de distancias foi em seguida transformada num dendrograma
utilizando-se o método SAHN Clustering (sequential agglomerative, hierarchical and nested)

sob procedimento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Averaging).
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6 RESULTADOS

6.1 Estabelecimento de colecdo de isolados de Rhizoctonia spp. da soja

Estabeleceu-se uma colegéo representativa de isolados de Rhizoctonia
spp. associados a cultura da soja, no Brasil. Além dos isolados SJ 01, SJ 02 e SJ 03,
procedentes das regides de Sdo Gotardo-MG, Ponta Grossa e Londrina-PR, respectivamente,
conseguidos junto ao CNPSo-EMBRAPA-Londrina, outros 70 isolados foram obtidos de
plantas de soja. Dentre esses, seis foram obtidos de plantas com sintomas de podriddo no colo,
coletadas em trés diferentes areas na regido de Taquarituba-SP, e dois procedentes da regido
de Santa Béarbara-SP. Os outros 62 isolados foram obtidos de plantas com sintomas de queima
de folhas e lesdes em peciolos, procedentes de trés areas distintas na regido de Lucas do Rio

Verde-MT (Quadro 2).

6.2 Determinacdo de caracteristicas citologicas especificas de Rhizoctonia spp. e

Rhizoctonia solani
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6.2.1 Numero médio de nudcleos por célula

Inicialmente determinou-se a condi¢cdo nuclear de todos os isolados,
visto ser esta uma caracteristica primaria a ser considerada, para enquadrar Rhizoctonia spp.
em dois grupos: espécies binucleadas e multinucleadas. Rhizoctonia solani € caracterizada
como uma espécie multinucleada (Sneh et al., 1991).

Os isolados SJ 06, SJ 08, SJ 10, SJ 11, SJ 12 e SJ 81 apresentaram em
média de 1,8 a 2,3 nucleos/célula, sendo que a maioria das células examinadas continham 2
nacleos (Quadro 7, Figura 1).

Os demais isolados (67 no total) apresentaram uma média variando de
7,1 (isolado SJ 03) a 21,7 (isolado SJ 64) nucleos/célula (Quadro 7). A maioria das células
apresentaram em media 8-23 ndcleos, entretanto, houve uma variacdo de 3-32, no nimero de
nacleos/célula. A condigdo multinucleada das células pode ser visualizada na Figura 1.

Os isolados obtidos de plantas com lesdes no colo (SJ 01, SJ 02, SJ 03,
SJ 05 e SJ 07) apresentaram em média 7,1 a 12,3 nucleos/célula (Quadro 7) e mais de 50% das
celulas avaliadas apresentaram de 7 a 10 ndcleos (Figura 2). Dentre os isolados procedentes de
plantas com sintomas de queima da parte aérea, a média variou de 7,6 a 21,7 nucleos/célula
(Quadro 7), sendo a distribuicdo da porcentagem de ndcleos por célula mais homogénea

(Figura 2).
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Quadro 7. Condico nuclear de isolados de Rhizoctonia spp. de soja’.

Isolado Nucleos/célula Variacdo Isolado Nucleos/célula Variacdo

Média® Desvio® (min-max) Média Desvio (min-max)
SJ01 10,8 2,9 6-19 SJ 45 19,4 5,2 11-29
SJ02 8,8 2,4 5-14 SJ 46 14,4 4,6 8-27
SJ 03 7,1 1,0 6-9 SJ 47 15,6 53 6-26
SJ 05 9,7 1,7 6-13 SJ 48 12,8 4,1 5-20
SJ 06 2,2 0,6 2-4 SJ 49 18,3 3,2 11-24
SJ 07 12,3 2,6 8-16 SJ50 16,9 50 8-24
SJ 08 1,8 0,4 1-2 SJ51 16,5 5,7 8-26
SJ10 2,0 0,3 1-3 SJ 52 14,9 4,5 8-24
SJ11 2,0 0,0 2-2 SJ 53 16,2 4.8 10-26
SJ12 2,0 0,0 2-2 SJ54 13,8 5,0 5-22
SJ13 12,7 5,6 6-22 SJ 56 16,2 4,2 7-22
SJ14 12,6 6,6 5-25 SJ 57 13,7 3,8 7-19
SJ15 12,9 34 6-16 SJ 58 14,8 4,5 8-27
SJ 16 20,1 3,6 14-26 SJ59 13,9 4,1 8-22
SJ 19 17,4 52 9-25 SJ 60 18,2 53 10-28
SJ 20 21,2 5,6 9-30 SJ61 17,5 6,9 6-27
SJ21 21,0 3,8 14-26 SJ 62 8,5 2,5 4-13
SJ22 18,1 3,6 11-23 SJ 63 14,4 9,1 4-32
SJ 23 10,1 1,9 8-15 SJ 64 21,7 4,6 14-27
SJ24 10,4 4,2 5-17 SJ 65 15,3 51 8-26
SJ 26 14,2 4,6 9-23 SJ 66 13,8 5,2 6-25
SJ 27 19,9 4,8 11-29 SJ 67 14,3 6,0 7-28
SJ 28 18,7 3,1 15-25 SJ 68 8,2 3,4 3-17
SJ 29 17,4 4,0 8-26 SJ 69 9,9 6,0 3-21
SJ 30 12,5 3,6 6-18 SJ70 14,9 4.8 9-24
SJ31 16,7 3,9 11-23 SJ71 11,0 3,3 7-20
SJ 33 9,8 2,4 6-16 SJ72 17,0 59 7-29
SJ 34 14,7 3,6 9-20 SJ73 14,6 51 7-25
SJ 36 10,5 2,5 7-16 SJ74 12,4 4,1 7-24
SJ 37 13,8 3,6 8-20 SJ75 16,8 3,1 13-23
SJ 38 9,9 2,9 5-20 SJ76 16,2 4,9 8-26
SJ39 7,6 1,5 6-11 SJ77 17,8 6,3 9-27
SJ 40 15,7 7,6 8-29 SJ78 16,0 4,6 10-23
SJ41 16,4 5,2 6-25 SJ79 17,6 7,1 8-30
SJ42 13,1 4,9 4-25 SJ 80 13,8 6,5 4-26
SJ 43 16,5 6,3 6-25 SJ 81l 2,3 0,6 1-3
SJ 44 14,0 38 9-23

! Isolados cultivados em lamina de vidro com camada fina de AA, a 25°C, por 40-48 horas, sob auséncia de luz;
2 Média de 20 células; * Desvio padrdo da média.
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Figura 2. Distribuicéo das células quanto ao numero de nlcleos, em isolados de Rhizoctonia
solani de soja.
6.3 Caracterizacdo de isolados de Rhizoctonia solani com relagdo ao grupamento

de anastomose

Os pareamentos foram realizados levando-se em consideracdo as
informacGes obtidas na literatura (Quadro 4), bem como pelo aspecto morfoldgico das culturas
em meio de BDA.

De acordo com Parmeter et al. (1969), Naiki & Ui (1981), Bolkan &
Ribeiro (1985), Lui & Sinclair (1991 e 1992), Muyolo et al. (1993a e 1993b) e Naito et al.

(1993) (Quadro 4), pelos sintomas observados nas plantas de soja das quais obteve-se os
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isolados SJ 01, SJ 02, SJ 03, SJ 05 e SJ 07 (Quadro 2), alguns grupos de anastomose de R.
solani podem estar associados, dentre os quais: AG-1 IC, AG-2-2 IlIB, AG-4, AG- 5 e AG-7.

Como o aspecto das colbnias dos isolados de soja acima referidos, em
meio de BDA, foram semelhantes ao crescimento dos isolados do AG-4 (Figuras 3B-C),
optou-se por iniciar os pareamentos com isolados representantes dos AG-4 HGI, AG-4 HGIl e
AG-4 HGIII de R. solani.

De acordo com os critérios estabelecidos por Carling & Leiner (1990),
a reacdo dos isolados SJ 02 e SJ 03 com ambos os isolados AG-4 HGI e AG-4 HGII foi
considerada positiva. Os isolados SJO1 e SJO5 apresentaram reacdo de anastomose positiva
com 0 AG-4 HGI. Anastomose de hifas também foi constatada quando os isolados SJ 01, SJ
02 e SJ 03 foram pareados com o isolado do AG-4 HGIII (Quadro 8). As Figuras 4A-D
ilustram claramente a reacdo de anastomose, entre isolados de R. solani de soja e isolados
padrdes de grupos de anastomose. O isolado SJ 07 ndo efetuou anastomose com o isolado do
AG-4 HGI, isto é, a reagdo foi negativa (Quadro 8).

Em funcéo do aspecto cultural do isolado SJ 07 ser semelhante ao do
isolado AG-2-2 111B, em meio de cultura BDA, realizou-se o pareamento entre tais isolados.
Foi constatada reagdo de anastomose positiva entre o isolado SJ 07 e o representante do AG-2-

2 111B (Quadro 8).
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Figura 3. Aspecto cultural de isolados de Rhizoctonia spp. obtidos de soja e tipo de esclerddios
produzidos. A — isolado binucleado; B — isolado SJ 02; C —isolado SJ01; D e E -
esclerodios tipo “sasakii’ produzidos pelo isolado SJ 19; F — esclerddios tipo ‘sasakii’
produzidos pelo isolado padrdo AG-1 IA - H5-5109.
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Quadro 8. Reacdo de anastomose de hifas entre isolados de Rhizoctonia solani, obtidos de soja
no Brasil, com os isolados AG-4 HGI, AG-4 HGII, AG-4 HGIII e AG-2-2 11IB.

Isolado NUmero de pares de hifas em anastomose Reacdo (+ ou-) com o
isolado AG-4 HGI
SJ01 58 +
SJ 02 31 +
SJ 03 14 +
SJ05 64 +
SJ 07 0 -
Isolado NUmero de pares de hifas em anastomose Reacéo (+ ou-) com o
isolado AG-4 HGII
SJ 02 24 +
SJ 03 36 +
Isolado NUmero de pares de hifas em anastomose Reacdo (+ ou-) com o
isolado AG-4 HGIII
SJ01 2 +
SJ 02 9 +
SJ 03 17 +
Isolado NUmero de pares de hifas em anastomose Reacdo (+ ou-) como
isolado AG-2-2 111B
SJ 07 44 +

Com relacdo aos demais isolados, pela sintomatologia observada nas

plantas de onde se realizou o isolamento, trés grupos de anastomose ja foram relatados, AG-1

IA, AG-1 IB e AG-2-3 (Quadro 4). No entanto, optou-se pela realizacdo do pareamento dos

isolados com o representante do AG-1 IA, em fungdo das caracteristicas culturais destes serem

semelhantes, crescimento rapido em meio de cultura BDA a 26°C e, esclerédios grandes (2-4

mm), esféricos e de coloracdo marrom escura a pretos (Figuras 3D-F).

Todos os isolados oriundos de plantas com sintomas de queima foliar e

de peciolo apresentaram reacdo de anastomose positiva com o representante do AG-1 IA

(Quadro 9), sendo na maioria dos casos constatadas anastomoses imperfeitas (Figura 4E).
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<

Figura 4. Anastomose de hifas (regido indicada) entre isolados de Rhizoctoni solani de soja e
isolados padrdes dos grupos de anastomose [A (x 400)- SJ 02 x AG-4 HGI; B (x
200)- SJ 03 x AG-4 HGI; C (x 200)- SJ 01 x AG-4 HGII; D (x 200)- SJ 05 x AG-4
HGI; E (x 200)- SJ 29 x AG-1 IA]. A - reacdo do tipo C3; B-E — reagdes do tipo
C2.
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Quadro 9. Reacdo de anastomose de hifas entre isolados de Rhizoctonia solani, obtidos de soja
no Brasil, com o isolado AG-1 IA.

Isolado NUmero de Reacdo (+ ou-) Isolado  Numero de Reacéo (+ ou-)
pares de hifas  com o isolado pares de hifas com o isolado
em anastomose AG-1 1A em anastomose AG-1 1A

SJ13 50 + SJ53 46 +
SJ14 37 + SJ54 42 +
SJ15 32 + SJ56 47 +
SJ16 31 + SJ 57 45 +
SJ19 57 + SJ 58 43 +
SJ20 42 + SJ59 33 +
SJ21 34 + SJ 60 71 +
SJ22 47 + SJ61 39 +
SJ23 43 + SJ 62 25 +
SJ24 49 + SJ63 57 +
SJ 26 36 + SJ 64 53 +
SJ 27 36 + SJ 65 53 +
SJ 28 52 + SJ 66 47 +
SJ29 54 + SJ 67 119 +
SJ30 25 + SJ 68 32 +
SJ31 50 + SJ 69 64 +
SJ 33 46 + SJ70 104 +
SJ34 49 + SJ71 47 +
SJ 36 28 + SJ72 35 +
SJ 37 40 + SJ73 67 +
SJ 38 36 + SJ74 35 +
SJ39 40 + SJ75 36 +
SJ40 51 + SJ76 72 +
SJ41 51 + SJ77 48 +
SJ 42 54 + SJ78 46 +
SJ 43 56 + SJ79 32 +
SJ 44 42 + SJ 80 30 +
SJ 45 60 +

SJ 46 38 +

SJ 47 49 +

SJ 48 39 +

SJ 49 27 +

SJ50 40 +

SJ51 49 +

SJ52 44 +
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6.4 Determinacdo de caracteristicas culturais de Rhizoctonia solani

Foram analisados os cinco isolados causadores de podriddes de raizes
e de colo e 17 isolados causadores de queima da parte aérea, os quais foram escolhidos
levando-se em consideracdo a procedéncia e sintomatologia (Quadro 2), de forma a ter-se
representantes dos trés locais de coleta e dos dois diferentes tipos de sintomas constatados nas

plantas.

6.4.1 Temperaturas minima, 6tima e maxima para crescimento micelial

Além dos isolados de R. solani de soja, também determinou-se curvas
de crescimento micelial radial, para os isolados pertencentes aos grupos de anastomose AG-1
IA, AG-1 IB, AG-1 IC, AG-2-1, AG-2-2 1lIB, AG-2-2 IV, AG-2-3, AG 4 HGI, AG 4 HGII,
AG 4 HGIII, AG5e AG 7.

A temperatura 6tima para crescimento micelial dos isolados do AG-1
IB, AG-2-2 I11B, AG-4 HGI e AG-4 HGilI]I, foi de 30°C (Quadro 10). Ja para os isolados AG-1
IC, AG-2-1, AG-2-2 IV, AG-4 HGII e AG-5, a temperatura 6tima de crescimento micelial foi
25°C (Quadro 10). Para o isolado AG-2-3 foi 20°C e para 0 AG-7 foi 35°C (Quadro 10).
Dentre os trés isolados do AG-1 1A analisados, a temperatura 6tima para crescimento micelial,
variou entre 25 e 30°C, para os isolados H5-519 e, H5-513 e H5-526, respectivamente
(Quadro 10). A temperatura minima para crescimento micelial, para todos os isolados dos
grupos de anastomose testados, foi 10°C, exceto para os isolados do AG-2-1 e AG-2-3, que foi

5°C (Quadro 10). A temperatura maxima diferiu entre os isolados, sendo 40°C para os AG-4
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HGIII e AG-7, 35°C para os AG-1 IA, AG-1 IB, AG-1 IC, AG-2-2 IlIB, AG-4 HGI, AG-4
HGII e AG-5 e, 30°C para os isolados do AG-2-1, AG-2-2 IV e AG-2-3 (Quadro 10).

As taxas maximas de crescimento micelial foram de 22,7-23,1 (AG-1
IA), 3,3 (AG-1 IB), 11,7 (AG-1 IC), 7,7 (AG-2-1), 17,8 (AG-2-2 11IB), 7,5 (AG-2-2 1V), 8,7
(AG-2-3), 9,0 (AG-4 HGI), 11,4 (AG-4 HGII), 18,3 (AG-4 HGIII), 11,9 (AG-5) e 6,8 (AG-7)
mm/dia (Quadro 10).

Os isolados de R. solani de soja SJ 01, SJ 02, SJ 03 e SJ 05,
identificados como pertencentes ao AG-4 por anastomose de hifas, apresentaram perfis
semelhantes quanto as temperaturas minima e maxima, sendo essas, 10°C e 35°C,
respectivamente (Quadro 10). Em relacdo a temperatura Otima para crescimento micelial,
constatou-se diferencas entre os isolados. Para SJ 01 e SJ 03, a temperatura Otima para
crescimento foi 25°C, ja para SJ 02 e SJ 05, foi 30°C (Quadro 10). A taxa maxima de
crescimento micelial para esses isolados variou de 15,8 a 19,0 mm/dia (Quadro 10).

O isolado SJ 07, apresentou como temperatura 6tima para crescimento
micelial radial 25°C, e as minima e méaxima, 10 e 35°C, respectivamente (Quadro 10). A taxa
de crescimento micelial maxima foi 14,9 mm/dia.

Dos isolados identificados como pertencentes ao AG-1 IA, por
anastomose de hifas, foram testados SJ 13, SJ 16, SJ 19, SJ 20, SJ 23, SJ 27, SJ 28, SJ 30, SJ
33, SJ 36, SJ 38, SJ 42, SJ 45, SJ 60, SJ 68, SJ 71 e SJ 80. Tais isolados apresentaram perfis
semelhantes de crescimento micelial, cuja temperatura 6tima foi 25°C, exceto para os isolados
SJ 28, SJ 30, SJ 38 e SJ 80 que foi 30°C, e a minima e maxima, foram 10°C e 35°C,

respectivamente (Quadro 10), exceto para o isolado SJ 28, que apresentou como temperatura
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minima para crescimento, 15°C. A taxa maxima de crescimento micelial variou de 13,4 a 22,8
mm/dia (Quadro 10).
Quadro 10. Temperaturas minima, maxima e 6tima para crescimento micelial e, taxa maxima

de crescimento micelial (TMCM), na temperatura o6tima, de isolados de
Rhizoctonia solani de soja e de isolados de grupos de anastomose padrdes.

Isolado Temperatura para crescimento micelial (°C)  TMCM na temperatura
Minima Otima Méxima 6tima (mm/dia)
AG-1 IA -H5-513 10 30 35 23,1
AG-1 IA - H5-519 10 25 35 22,7
AG-1 IA — H5-526 10 30 35 23,1
AG-11B 10 30 35 33
AG-11C 10 25 35 11,7
AG-2-1 5 25 30 17,7
AG-2-2 11IB 10 30 35 17,8
AG-2-2 IV 10 25 30 7,5
AG-2-3 5 20 30 8,7
AG-4 HGI 10 30 35 9,0
AG-4 HGII 10 25 35 11,4
AG-4 HGIII 10 30 40 18,3
AG-5 10 25 35 11,9
AG-7 10 35 40 6,8
SJ01 10 25 35 15,9
SJ 02 10 30 35 19,0
SJ 03 10 25 35 15,8
SJ 05 10 30 35 18,0
SJ 07 10 25 35 14,9
SJ 13 10 25 35 14,8
SJ 16 10 25 35 22,8
SJ19 10 25 35 16,3
SJ 20 10 25 35 18,1
SJ 23 10 25 35 15,2
SJ 27 10 25 35 20,0
SJ 28 15 30 35 15,7
SJ 30 10 30 35 13,4
SJ 33 10 25 35 21,3
SJ 36 10 25 35 22,2
SJ 38 10 30 35 17,5
SJ 42 10 25 35 21,8
SJ 45 10 25 35 22,0
SJ 60 10 25 35 21,2
SJ 68 10 25 35 21,4
SJ71 10 25 35 22,3

SJ 80 10 30 35 22,1
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6.4.2 Temperatura letal

Foram analisados os isolados de R. solani de soja e os isolados padrbes
dos grupos de anastomose AG-1 1A, AG-2-2 11IB, AG-4 HGI e AG-4 HGII.

Em funcgéo da idade da cultura de cada isolado (tempo de colonizagao
do substrato pelo isolado a 26°C, no escuro), constatou-se variagdo na temperatura letal. Entre
os isolados representantes dos grupos de anastomose houve uma diferenga quanto a
temperatura letal (TL), para o isolado AG-1 IA a temperatura letal foi 47,5°C para as culturas
com 21 e 34 dias de incubacdo, reduzindo-se para 45°C quando o isolado foi incubado por 42
dias. Com relacdo aos isolados padrbes do AG-4, observou-se uma menor sensibilidade
térmica a medida em que se aumentou o tempo de incubacdo. Em culturas com 21 e 34 dias a
TL foi 47,5°C, passando a ser 50°C nas culturas incubadas por 42 dias (Quadro 11).

Com relagdo aos isolados de R. solani de soja, SJ 01 e SJ 03,
identificados como pertencentes a0 AG-4, a TL foi 50,0°C, independentemente da idade das
culturas. Os isolados SJ 02 e SJ 05 tiveram comportamento semelhante ao dos isolados
padrdes do AG-4. Em culturas com 21 dias de incubacdo a TL foi 47,5°C, porém nas culturas
incubadas por 34 e 42 dias, a TL passou a ser 50°C, excecdo feita ao isolado SJ 05, cuja TL foi
47,5°C na cultura com 42 dias de incubagdo (Quadro 11).

O isolado SJ 07, assim como o isolado padrdo AG-2-2 IIIB tiveram
como TL, 50,0°C, independentemente da idade das culturas, com excecdo para a cultura do

isolado SJ 07 incubada por 34 dias, que teve como TL 47,5°C (Quadro 11).
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Quadro 11. Temperatura letal & sobrevivéncia de isolados de Rhizoctonia solani de soja e
isolados padrdes de grupos de anastomose, em funcgéo da idade das culturas.

Isolado Idade da cultura (dias de incubacéo)

21 34 42
AG-11A 47,5 47,5 45,0
AG-2-2 11IB 50 50 50
AG-4 HGI 47,5 47,5 50
AG-4 HGII 47,5 50 50
SJo1 50 50 50
SJ 02 47,5 50 50
SJ03 50 50 50
SJ 05 47,5 50 47,5
SJ 07 50 47,5 50
SJ13 50 50 50
SJ16 47,5 47,5 47,5
SJ 19 47,5 45 45
SJ 20 50 50 45
SJ 23 45 47,5 45
SJ 27 47,5 47,5 47,5
SJ 28 47,5 47,5 47,5
SJ 30 50 47,5 47,5
SJ33 50 50 50
SJ 36 50 47,5 47,5
SJ 38 50 50 50
SJ 42 50 50 50
SJ 45 50 47,5 50
SJ 60 50 50 50
SJ 68 50 50 47,5
SJ71 50 50 50
SJ 80 50 47,5 47,5

Dentre os isolados de R. solani de soja pertencentes ao AG-1 IA, a TL
variou entre os isolados e em fungéo da idade das culturas. Os isolados SJ 19, SJ 20, SJ 30, SJ
36, SJ 68 e SJ 80 apresentaram perfis semelhantes ao do isolado padrdo do AG-1 IA, onde
houve uma reducdo na TL a medida em que se aumentava a idade das culturas. Os demais
isolados apresentaram como TL, 47,5 ou 50°C, independentemente da idade das culturas,

excecao feita os isolados SJ 23 e SJ 45 que apresentaram TL diferindo em funcgéo da idade das
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culturas, porém sem seguirem o mesmo perfil apresentado pelo isolado padrdo AG-1 IA

(Quadro 11).

6.4.3 Requerimento de tiamina

Os isolados dos AG-1 IA e AG-2-2 I1IB comportaram-se como auto e
auxotroficos para tiamina, respectivamente, em ambas as condi¢bes de pH (pH original do
meio — 4,7, e corrigido para 7,0) (Quadro 12). A relacdo B/A foi < 1,5 para o isolado do AG-1
IA e, maior que 5,0 para o isolado do AG-2-2 I1I1B. Como o pH do meio de cultura ndo afetou
0 comportamento dos isolados, optou-se por realizar 0s experimentos posteriores em meio

com pH original, facilitando assim suas execugdes.

Quadro 12. Requerimento de tiamina para crescimento micelial apresentada por isolados de
Rhizoctonia solani dos grupos de anastomose AG-1 1A e AG-2-2 11IB em fungéo
do pH do meio de cultura.

Isolado Massa seca de micelio (mg)
pH 4,7 pH 7,0
Semtiamina Com tiamina  B/A | Semtiamina Com tiamina B/A
(A) (B) (A) (B)
AG1IA 86 62 0,7 44 66 1,5
AG 2.2 11IB 10 51 54 9 65 7,6

Assim como o isolado padrdo do AG-1 IA, os isolados padrdes dos
AG-4 HGI e AG-4 HGII comportaram-se como autotréficos para tiamina, apresentando
relacdo B/A de 0,8 e 1,1, respectivamente (Quadro 13).

Com excecdo do isolado SJ 07, auxotrofico para tiamina, os demais

isolados de R. solani de soja comportaram-se como autotréficos para tiamina.
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O isolado SJ 07 apresentou relacdo B/A igual a 8,0 (Quadro 13), valor
superior ao apresentado pelo isolado padrdo do AG-2-2 I11B, em ambas as condi¢Ges de pH do

meio (Quadro 12).

Quadro 13. Requerimento de tiamina para crescimento micelial apresentada por isolados de
Rhizoctonia solani de soja e por isolados dos grupos de anastomose AG-1 1A,
AG-2-2 111B, AG-4 HGI e AG-4 HGlII.

Isolado Massa seca de micélio (mg) B/A
Sem tiamina (A) Com tiamina (B)
AG-1 1A 86 62 0,7
AG-2-2 111B 10 51 54
AG-4 HGI 180 140 0,8
AG-4 HGII 228 250 1,1
SJ01 277 237 0,9
SJ 02 196 183 0,9
SJ 03 278 226 0,8
SJ 05 253 220 0,9
SJ 07 12 93 8,0
SJ 13 136 142 1,0
SJ 16 154 177 11
SJ19 66 125 1,9
SJ 20 78 173 2,2
SJ 23 100 66 0,7
SJ 27 159 98 0,6
SJ 28 46 56 1,2
SJ 30 79 39 0,5
SJ 33 105 144 1,4
SJ 36 147 211 1,4
SJ 38 116 142 1,2
SJ 42 79 153 1,9
SJ 45 135 156 1,2
SJ 60 199 210 11
SJ 68 186 171 0,9
SJ 80 199 196 1,0

Para os isolados SJ 01, SJ 02, SJ 03 e SJ 05 a relacdo B/A foi 0,8-0,9

(Quadro 13), semelhante as constatadas para os isolados do AG-4. Os demais isolados de R.
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solani de soja apresentaram uma variagdo maior na relagdo B/A, ficando os valores entre 0,5 e

2,2 (Quadro 13).

6.4.4 Producao de esclerddios

Além dos isolados de R. solani de soja, avaliou-se a producdo de
esclerodios pelos isolados padrdes dos AG-1 IA, AG-2-2 I1IB, AG-4 HGI e AG-4 HGII.

No momento da separacdo dos esclerddios por classes de tamanho foi
realizado o teste de germinac&o, visando determinacao da viabilidade desses esclerodios.

Nas Figuras 5, 6 e 7 sdo apresentados os dados a porcentagem de
esclerddios por classes de tamanho e a porcentagem de esclerddios viaveis em cada respectiva
classe.

Todos os isolados de R. solani de soja do AG-4, bem como os isolados
padrdes AG-4 HGI e AG-4 HGII, apresentaram maior porcentagem de esclerédios na classe
de tamanho 0,425 a 0,250 (Figura 5). A segunda classe de tamanho que mais totalizou
esclerddios foi 0,600 a 0,425, ficando as duas classes de esclerdédios maiores com uma
pequena porcentagem de esclerddios (Figura 5). A viabilidade dos esclerddios menores (0,425
— 0,250 mm) foi 100%, para todos os isolados (Figura 5). Os esclerédios de tamanho
intermediario tiveram viabilidade de 90 a 100%, exceto para o isolado AG-4 HGI que foi 72%
(0,600 — 0,425 mm), e os esclerodios maiores tiveram de 80 a 100 % de esclerddios viaveis

(Figura 5).
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Figura 5. Porcentagem e viabilidade dos esclerddios por classe de tamanho, produzidos pelos
isolados de Rhizoctonia solani de soja e padréo, pertencentes ao AG-4.
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Figura 6. Porcentagem e viabilidade dos esclerddios por classe de tamanho, produzidos pelos
isolados de Rhizoctonia solani de soja e padréo, pertencentes ao AG-2-2 111B.
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Figura 7. Porcentagem e viabilidade dos esclerddios por classe de tamanho, produzidos pelos
isolados de Rhizoctonia solani de soja e padréo, pertencentes ao AG-1 IA.
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O isolado SJ 07 apresentou maior porcentagem de esclerodios na
classe de tamanho entre 0,425 e 0,250 mm, de maneira igual ao observado para o isolado
padrdo AG-2-2 I1IB (Figura 6). As duas classes de tamanho de esclerddios maiores tiveram as
menores porcentagem de esclerddios (Figura 6). Entretanto, quanto a viabilidade, nédo
constatou-se diferencas entre as porcentagem de germinacao de esclerddios das quatro classes
de tamanho avaliadas, sendo os valores observados superiores a 95%, exceto para o isolado
AG-2-2 111B, na classe > 0,850 mm, cujo valor foi 86,7% (Figura 6).

Os isolados causadores de mela apresentaram maior porcentagem de
esclerddios nos retidos na peneira de 0,850 mm (Figura 7). A viabilidade dos esclerddios dessa
classe de tamanho foi superior a viabilidade dos esclerddios das demais classes, sendo 100
(Figura 7). A segunda classe de tamanho que mais apresentou esclerodios foi de 0,425 a 0,250
mm (Figura 7), exceto para os isolados SJ 36 e SJ 38, que tiveram a segunda maior
porcentagem de esclerddios na classe de 0,850 a 0,600 mm. A viabilidade dos esclerodios da
classe 0,425 a 0,250 foi a pior, com cinco isolados apresentando menos de 50% dos

esclerédios viaveis.

6.5 Formacéao da fase teleomorfica

Observou-se formagéo de himénio, basidias e basididsporos (Figura 8)
pelo método da inoculacdo de folhas enraizadas mantidas em frascos de vidro em estufa
bioldgica. Foi empregado na inoculacdo o isolado SJ 68, pertencente ao AG-1 IA. Apoés cerca
de 10 dias da inoculacdo constatou-se a formagdo de himénio na superficie interna do frasco

de vidro, dentro do qual as folhas inoculadas estavam. Trés semanas apds a inoculagdo foi
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verificada a formacdo de basidias e basididsporos. As basidias apresentaram comprimento-
largura médio de 11-5,9 um, e forma cilindrica a subcilindrica. As hifas suporte ou pedicelos
das basidias apresentaram-se com didmetro menor que das basidias, 3,7 um em média. O
namero de esterigmas por basidia variou de 2-5, apresentando comprimento médio de 4,7 pum.
Os basidiosporos apresentaram formato elipsoide, com tamanho médio de 4,4-3,6 um e,
hialinos. No Quadro 14 s&o apresentados os dados relativos ao tamanho de basidias e
basidiosporos e, tamanho e nimero de esterigmas de representantes dos varios AG de R.

solani, assim como do isolado SJ 68 de R. solani de soja.

Quadro 14. Comparacéo das estruturas sexuais de Thanatephorus cucumeris entre grupos de
anastomose de Rhizoctonia solani.

Grupo de Basidia Esterigma Basidiosporo
anastomose Comprimento Largura N°/ Comprimento Comprimento  Largura
(nm) (um)  basidia (um) (um) (nm)

AG-1! 10,1-20,0  7,2-11,3 2-5 3,1-17,2 5,4-11,8 3,9-7,2
AG-2-1 8,6-23,3 4,9-10,7 1-5 4,9-18,4 6,0-9,7 3,4-6,8
AG-2-2 7,8-20,4 59-11,8 1-5 4,9-34,9 5,8-13,1 2,9-6,9
AG-3 7,8-20,4 59-11,8 1-5 4,9-19,6 6,8-11,3 3,9-7,3
AG-4 6,9-21,6 6,9-11,8 1-4 4,9-25,5 5,9-12,7 3,4-7,4
AG-5 6,8-17,5 5,8-10,8 2-4 4,9-23,5 3,9-9,8 2,9-6,4
AG-6 7,5-17,0 5,5-10,0 3-5 4,5-18,8 5,0-10,0 2,8-5,2
AG-7 11,0-275  6,5-11,0 1-4 5,0-18,0 6,5-13,0 4,0-8,5
AG-BI 8,8-19,0 7,0-11,3 3-5 4,0-12,0 5,0-10,0 3,7-6,7
AG-9 11,6-22,3  6,9-10,8 1-5 9,2-63,9 7,7-11,6 4,6-7,7
AG-11 10,2-17,3 8-11,7 2-4 17,7-35,6 6,8-9,7 4,8-7,1
SJ 68 10,5-12,2 5,7-6,5 2-5 4,2-55 3,6-5,5 2,9-4,6

1 AG-1 (Oniki et al., 1986); AG-2-1, AG-2-2, AG-3 e AG-4 (Ogoshi, 1973); AG-5 (Ogoshi, citado por Carling et
al., 1987); AG-6 e AG-BI (Kuninaga et al., 1979); AG-7 (Homma et al., 1983); AG-9 (Carling et al., 1987);
AG-11 (Carling et al., 1994).



5.4 9«:

Figura 8. Estruturas sexuais de Thanatephorus cucumeris (anamorfo Rhizoctonia solani). A
(x 200)- inicio da formag&o de himénio; B (x 200) e C (x 400)- himénio; D (x 400)
e E (x 400) - basidias com basidiosporos presos aos esterigmas; F (x 400)-
basididsporos, alguns germinando; G (x 400) — basidia somente com esterigmas (b —
basididsporo; ba — basidia; es — esterigma; tg — tubo germinativo).
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6.6 Patogenicidade de Rhizoctonia solani, dos grupos AG 1-1A, AG-2-2 111B e AG-

4, asoja

Devido ao fato da porcentagem de damping-off ter sido 100% para 0s
isolados SJ 01, SJ 03 e SJ 05, numa primeira inoculacdo, além da redugdo no potencial de
indculo, que anteriormente tinha sido 1,5%, optou-se por realizar o teste de patogenicidade em
solo com pH 4,5 e 5,9, visando obter dados de severidade que se apresentassem como lesdes
caracteristicas da incidéncia do patdgeno, sem que a incidéncia de damping-off de pré-
emergéncia fosse muito elevada. Os dados de severidade do patdgeno as plantas encontram-se

no Quadro 15 e podem ser visualizados na Figura 9.

Quadro 15. Reacéo da soja cv. FT Cristalina a isolados de R. solani dos AG-2-2 11IB e AG-4,
em solo com diferentes valores de pH.

Isolado  Grupo de Severidade® Isolamento do patégeno
anastomose Solo natural Solo com correcédo (+ = positivo, - =
(pH 4,5) (pH 5,9) negativo)
S101  AG-4 35 ¢ B 6,2 a A +
SJ 02 AG-4 41 bc A 41 b A +
SJ 03 AG-4 57 ab A 6,1 a A +
SJ 05 AG-4 6,0 a A 6,6 a A +
SJ 07 AG-2-2 11IB 34 ¢ A 10 ¢ B +
Controle 01 d A 00 ¢ A -

Escala de notas de 0 a 7 (0 = plantas sem infecgdo visivel, 1 = plantas com descoloracgdo tipica do caule,
cotilédones e raizes, 2 = plantas com lesdes pequenas, 3 = plantas com lesdes largas, 4 = plantas com lesdes
extensas (50% do caule), 5 = plantas completamente aneladas, 6 = damping-off de pds-emergéncia, 7 = damping-
off de pré-emergéncia)

2 Variaveis seguidas de mesma letra, minGscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem significativamente
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.
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Figura 9. Infeccdo em plantulas de soja cv. FT-Cristalina causada por Rhizoctonia solani (A —
isolado do AG-2-2 111B; B e C — isolados do AG-4). A plantula da esquerda, nas trés
figuras, é proveniente de tratamento sem inoculacao.
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Na inoculagdo em solo com pH mais elevado (5,9) constatou-se maior
variagdo entre os indices de severidade dos isolados testados, sendo constatadas diferencas
entre os valores registrados, com o isolado SJ 07 comportando-se como menos agressivo
(Quadro 15). Ja na inoculacdo em solo com pH 4,5, o nivel de severidade entre os isolados foi
mais uniforme. O isolado SJ 05 apresentou indice de severidade igual ao isolado SJ 03, o qual
ndo diferiu do isolado SJ 02, que por sua vez foi também igual aos isolados SJ 01 e SJ 07
(Quadro 15).

Duas metodologias de inoculagdo foram testadas na determinacdo da
patogenicidade dos isolados de R. solani do AG-1 IA, inoculagdo em planta inteira, em casa de
vegetacdo, e inoculacdo em folha destacada, mantida em estufa biolégica. A segunda
metodologia foi empregada no intuito de facilitar a obtencdo de dados, pois em estufa
bioldgica as condic¢bes de temperatura e umidade sdo mais facilmente controladas e o espago
requerido em casa de vegetacdo, para cultivo das plantas a serem utilizadas na inoculagdo, é
menor que na metodologia de inoculagdo em planta inteira. Os dados da severidade dos
isolados as plantas de soja sdo apresentados nos Quadros 16 e 17 e a comparac¢do entre as duas
metodologias é apresentada na Figura 10. Os sintomas causados pela inoculagdo do patégeno
sob as duas condicdes de inoculagdo podem ser visualizados na Figura 11.

Pela anélise dos dados dos Quadros 16 e 17 € possivel constatar que
todos os isolados obtidos de plantas com sintomas de queima foliar, comportaram-se como
patogénicos a soja, entretanto, verificaram-se diferencas significativas quanto a severidade da

doenca entre os isolados, nas duas condicGes de inoculagao.
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Quadro 16. Reacdo da soja cv. Xingu a isolados de R. solani do AG-1 IA, sob condicGes de

casa de vegetacdo.

Isolado Severidade’ Isolado Severidade
SJ73 2,1 a° S 77 0,8 cdefghi
SJ50 2,0 ab SJ 66 0,7 cdefghi
SJ 76 1,7 abc SJ74 0,7 cdefghi
SJ 80 1,6 abcd SJ 48 0,7 cdefghi
SJ 29 1,5 abcde SJ24 0,7 cdefghi
SJ 47 1,5 abcdef SJ 40 0,6 defghij
SJ 31 1,4 abcdefg SJ 43 0,6 defghij
SJ19 1,4 abcdefg SJ 57 0,6 defghij
SJ60 1,3 abcdefgh SJ 42 0,6 defghij
SJ 34 1,3 abcdefghi SJ 16 0,5 efghij
SJ72 1,2 abcdefghi SJ 65 0,5 efghij
SJ 56 1,2 abcdefghi SJ 28 0,5 efghij
SJ54 1,2 abcdefghi SJ 45 0,5 fghij
SJ 39 1,1 abcdefghij SJ14 0,5 fghij
SJ 68 1,1 abcdefghij SJ41 0,4 ghij

SJ 51 1,1 abcdefghij SJ 75 0,3 hij

SJ 53 1,0 abcdefghij SJ 26 0,3 hij
SJ71 1,0 abcdefghij SJ 52 0,3 1ij

SJ 36 1,0 abcdefghij SJ 44 0,3 1ij

SJ 38 1,0 abcdefghij SJ 62 0,2 ij
SJ13 1,0 abcdefghij SJ33 0,2 ij
SJ78 1,0 abcdefghij SJ 30 0,2 ij
SJ61 1,0 bcdefghij SJ 46 0,2 ij

SJ 64 0,9 cdefghij SJ 67 0,1 ij
SJ70 0,9 cdefghij SJ 15 0,1 j

SJ79 0,9 cdefghi SJ 20 0,1 j

SJ22 0,9 cdefghi

SJ 37 0,9 cdefghi

SJ 58 0,9 cdefghi

SJ 27 0,8 cdefghi

SJ 69 0,8 cdefghi

SJ21 0,8 cdefghi

SJ 63 0,8 cdefghi

SJ23 0,8 cdefghi

SJ 49 0,8 cdefghi

SJ59 0,8 cdefghi

'Escala de notas de 0 a 4 (0 = sem sintomas aparentes, 1 = 1-25% da superficie da folha com &rea necrosada, 2 =
26-50% da superficie da folha com area necrosada, 3 = 51-75% da superficie da folha com area necrosada, 4 =

mais de 75% da superficie da folha com area necrosada)

2 Variaveis seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5

% de probabilidade.



86

Quadro 17. Reacdo da soja cv. Xingu a isolados de R. solani do AG-1 1A, em inoculagdo em
folhas destacadas.

Isolado Severidade® Isolado Severidade
si21 32 a SJ28 1,2 bcdef
SJ 33 2,8 ab SJ 66 1,2 bcdef
SJ 68 2,7 abc SJ 54 1,2 bcdef
SJ51 2,6 abcd SJ 45 1,1 bcdef
SJ 60 2,6 abcd SJ72 1,1 bcdef
SJ 38 2,6 abcd SJ 80 1,1 bcdef
SJ 34 2,4 abcde SJ 22 1,0 bcdef
SJ 37 2,4 abcde SJ 48 1,0 bcdef
SJ31 2,3 abcde SJ 62 1,0 bcdef
SJ19 2,2 abcdef SJ52 0,9 cdef
SJ 14 2,1 abcdef SJ 46 0,9 cdef
SJ 61 2,1 abcdef SJ 78 0,9 cdef
SJ 16 2,1 abcdef SJ 63 0,9 cdef
SJ 36 2,0 abcdef SJ 67 0,9 cdef
SJ 27 2,0 abcdef SJ44 0,8 def
SJ 56 2,0 abcdef SJ 23 0,8 def
SJ79 2,0 abcdef SJ 29 0,8 def
SJ 24 1,9 abcdef SJ 50 0,7 ef
SJ 39 1,9 abcdef SJ 58 0,7 ef
SJ71 1,9 abcdef JS 15 0,7 ef

SJ 47 1,9 abcdef SJ42 0,7 ef
SJ 69 1,8 abcdef SJ 26 0,7 ef
SJ70 1,8 abcdef SJ 40 0,7 ef
SJ57 1,8 abcdef SJ 53 04 f
SJ20 1,8 abcdef SJ 43 04 f

SJ 65 1,7 abcdef SJ 30 04 f
SJ73 1,7 abcdef

SJ77 1,7 abcdef

SJ13 1,7 abcdef

SJ 59 1,6 abcdef

SJ 49 1,6 abcdef

SJ75 1,6 abcdef

SJ41 1,6 abcdef

SJ 64 1,6 abcdef

SJ 74 1,4 abcdef

SJ 76 1,4 abcdef

'Escala de notas de 0 a 4 (0 = sem sintomas aparentes, 1 = 1-25% da superficie da folha com &rea necrosada, 2 =
26-50% da superficie da folha com area necrosada, 3 = 51-75% da superficie da folha com area necrosada, 4 =
mais de 75% da superficie da folha com area necrosada)

2 Variaveis seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5
% de probabilidade.
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Figura 10. Distribuicdo dos isolados de R. solani do AG-1 IA em relagdo ao indice de
severidade em soja cv. Xingu, sob diferentes condigdes de inoculacéo.

O comportamento quanto a agressividade entre os isolados nédo se
manteve nas duas condic¢des de inoculagdo. Somente os isolados SJ 19, SJ 31, SJ 34 e SJ 60
enquadraram-se dentre os dez isolados mais agressivos, nas duas condigdes de inoculacéo e, o
isolado SJ 30 foi um dos menos agressivos em ambas as condigdes de inoculagéo.

A severidade média dos isolados na condicdo de casa de vegetacdo nao
ultrapassou 2,1 (isolado SJ 73), e em folha destacada a maior média de severidade observada
foi 3,2 (isolado SJ 21) (Quadros 16 e 17).

Né&o foi constatada correlacao significativa entre as duas metodologias

de inoculagdo (t = 1,3179; prob>t =0,1847).
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Figura 11. Infecgdo em folhas de soja cv. Xingu causadas por isolados de Rhizoctonia solani
AG-1 1A (A e B: inoculagdo em folhas destacadas; C: inoculagdo em planta inteira
em casa de vegetacdo; ni — folha ndo inoculada).
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6.7 Caracterizagdo dos isolados de Rhizoctonia solani por marcadores moleculares

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Primeiramente foram comparados através de RAPD todos os isolados
de R. solani de soja, causadores de podriddes de colo e raiz e queima da parte aérea e, 0s
isolados padrdes dos grupos de anastomose AG-4 HGI, AG-4 HGII, AG-2-2 11IB e AG-1 IA.

Os quatro ‘primers’ utilizados (OPA-09, OPA-13, OPP-12 e OPP-15)
revelaram polimorfismo entre os isolados de Rhizoctonia solani obtidos de soja e os isolados
padrdes. Foram analisadas 35 bandas polimoérficas, o que permitiu obter 3 grupos
geneticamente distintos. O primeiro grupo continha quatro isolados causadores de podriddes
de raizes e de colo e os isolados padroes AG-4 HGI e AG-4 HGII, sendo a similaridade
genética entre estes de 78%. O segundo grupo continha todos os isolados causadores de
queima foliar e o isolado padrao AG-1 IA, sendo 79% o grau de similaridade. No terceiro
grupo ficou um isolado causador de podriddo de raiz e colo e o isolado padrdo AG-2-2 1IIB,
cuja similaridade genética foi de 71%. A similaridade genética entre os trés grupos foi de 53%
(Figuras 12 e 13).

Cada um dos trés grupos formados na andlise anterior foram,
individualmente, comparados através do marcador molecular RAPD com outros ‘primers’
randomicos. Nessas novas comparacgdes, incluiu-se os outros ISG de cada grupo de

anastomose.
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Figura 13. Dendrograma gerado pelo agrupamento UPGMA, baseado no Coeficiente Simple Matching, a partir
das bandas obtidas por RAPD com os ‘primers’ OPA-09, OPA-13, OPP-12 e OPP-15, em analises
de isolados de R. solani de soja e isolados padrdes de grupos de anastomose.
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Os isolados de R. solani de soja SJ 01, SJ 02, SJ 03 e SJ 05 foram
comparados com isolados padroes do AG-4HGI, AG-4HGII e AG-4 HGIII, no intuito de
esclarecer a qual destes subgrupos tais isolados pertenciam, visto que o critério de anastomose
de hifas deixou davidas quanto a caracterizacao de tais isolados.

Foram empregados 7 ‘primers’ (OPP-03, OPP-10, OPP-11, OPP-14,
OPP-17, OPP-18, OPP-19) (Figura 14), que permitiram obter 16 bandas polimorficas,
agrupando os isolados em trés grupos distintos. O primeiro grupo englobou os isolados SJ 01,
SJ 02, SJ 05 e AG-4 HGII, com 78 % de similaridade genética. Num segundo grupo ficaram
os isolados SJ 03 e AG-4 HGI, com 70 % de similaridade. O AG-4 HGIII ficou isolado dos

demais isolados, apresentando similaridade genética de 36 % para com os demais (Figura 15).

bp OPP-03 OPP-11

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7MW

3.054
1.636

VoV

1.018

506 ¥

Figura 14. Padréo de bandas gerado pelo polimorfismo de DNA amplificado ao acaso com os
‘primers’ OPP-03 e OPP-11, entre isolados de Rhizoctonia solani. MW — marcador
molecular Ladder 1kb, 1=SJ 01, 2=SJ 02, 3=SJ 03, 4=SJ 05, 5=AG-4 HGI, 6=AG-4
HGIIl e 7=AG-4 HGIII.
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Figura 15. Dendrograma gerado pelo agrupamento UPGMA, baseado no Coeficiente Simple
Matching, a partir das bandas obtidas por RAPD com os ‘primers” OPP-03, OPP-10,
OPP-11, OPP-14, OPP-17, OPP-18 e OPP-19, em analises de isolados de R. solani
de soja e isolados padrdes de grupos de anastomose.

O isolado SJ 07 foi comparado com isolados dos AG-2-1, AG-2-2
1B, AG-2-2 IV e AG-2-3, empregando-se 4 ‘primers’ randémicos (OPA-13, OPP-12, OPP-
15, OPP-17) (Figura 16). Foram geradas 39 bandas polimdrficas que permitiram agrupar o

isolado SJ 07 ao AG-2-2 I11B, com 57 % de similaridade genética entre estes (Figura 17).
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Figura 16. Padréo de bandas gerado pelo polimorfismo de DNA amplificado ao acaso com os
‘primers’ OPP-15 e OPA-13, entre isolados de Rhizoctonia solani. MW — marcador
molecular Ladder 1kb, 1=SJ 07, 2=AG-2-1, 3=AG-2-2 I1IB, 4=AG2-2 IV e 5=AG-

2-3.
Frequéncia de similaridade
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Figura 17. Dendrograma gerado pelo agrupamento UPGMA, baseado no Coeficiente Simple
Matching, a partir das bandas obtidas por RAPD com os ‘primers’ OPA-13, OPP-
12, OPP-15 e OPP-17, em andlises de isolados de R. solani de soja e isolados
padrdes de grupos de anastomose.
Dentre os 62 isolados, causadores de queima da parte aérea, 10 foram

comparados com os isolados padrées do AG-1, subgrupos IA, IB e IC. A escolha destes

isolados foi determinada pela suas origens (Quadro 2), de maneira que se tivesse
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representantes das trés areas das quais os isolados foram obtidos. Foram utilizados 4 “primers’
randémicos (OPA-09, OPA-13, OPP-14 e OPP-17) (Figura 18), gerando 23 bandas
polimérficas. Os isolados de R. solani de soja agruparam-se ao isolado do AG-1 IA, sendo a

similaridade genética entre estes de 67% (Figura 19).

OFP-17
mw 1l 2 3 4 3 6 7 8 92 10 11 12 13 MW

Figura 18. Padréo de bandas gerado pelo polimorfismo de DNA amplificado ao acaso com o
‘primer’ OPP-17, entre isolados de Rhizoctonia solani.. MW — marcador molecular
Ladder 1kb, 1=SJ16, 2=SJ19, 3=SJ20, 4=SJ24, 5=SJ26, 6=SJ28, 7=SJ34, 8=SJ50,
9=S8J57, 10=SJ67, 11=AG-1 IA, 12=AG-1 IB e 13=AG-1 IC.



96

Frequéncia de similaridade
0.2 0.4 U'.ﬁ 0.8 1.0

AG-11IC

Figura 19. Dendrograma gerado pelo agrupamento UPGMA, baseado no Coeficiente Simple
Matching, a partir das bandas obtidas por RAPD com os ‘primers’ OPA-09, OPA-
13, OPP-14 e OPP-17, em analises de isolados de R. solani de soja e isolados
padrdes de grupos de anastomose.
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7 DISCUSSAO

A colecdo de isolados estabelecida evidencia que Rhizoctonia spp. esta
associada, no Brasil, aos trés tipos de sintomas, que segundo Embrapa (1999) podem ser
causados por esse patdgeno: tombamento e morte em reboleira, podriddo de raiz e da base da
haste e mela ou requeima da soja.

A ocorréncia de Rhizoctonia spp. causando damping-off e podriddes de
colo e raiz, nos Estados do Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais, assim como a constatacdo desse
patdgeno associado a mela ou requeima, em regides do Mato Grosso (Quadro 2), deixa claro
que o tipo de doenca causado por esse patogeno é limitado por fatores climaticos e culturais.

A mela ou requeima, causada por R. solani, tem sua ocorréncia
condicionada por condi¢des de altas temperaturas e umidade. J& o damping-off e podriddes de
colo e raiz sdo, principalmente, limitados por medidas como tratamento quimico de sementes,
rotacdo de culturas e manejo de restos culturais. Desta forma, o numero reduzido de isolados,
associados as podriddes de colo e raiz, que foi conseguido, pode ser resultado de medidas

empregadas no intuito de prevenir a incidéncia do patogeno.
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Dentre os 73 isolados de Rhizoctonia spp. que foram obtidos, 8%
foram caracterizados como Rhizoctonia spp. binucleados, sendo que todos eles estavam
associados as plantas com sintomas de podridGes de colo e raiz, representando 55% do total
desses isolados.

Esta constatagdo vem de encontro ao relatado por Ceresini et al. (1996)
e Ceresini & Souza (1997) que constataram que 89% e 47% dos isolados de Rhizoctonia spp.
associados, respectivamente, a podriddo de vagens em amendoinzeiro e a podriddo de colo e
raiz em feijoeiro, no Estado de Sao Paulo, foram binucleados. Ploetz et al. (1985) e Naito et
al. (1993) também detectaram a associacdo de Rhizoctonia spp. binucleada a podriddo de
plantulas de soja, na Florida (USA) e Indonésia, respectivamente.

A ocorréncia Rhizoctonia spp. binucleado é interessante, visto ser
considerado antagonista potencial na reducdo dos efeitos deletérios das podridGes causadas
por R. solani em varias culturas e sistemas de cultivo, como por exemplo as podridfes da
coroa em milho, causada por R. solani AG-2-2 (Sumner & Bell, 1986), e as podriddes de
raizes em feijdo e de vagens em amendoim induzidas por R. solani AG-4 em sistema multiplo
de cultivos com feijoeiro em rotacdo com amendoinzeiro (Sumner & Bell, 1994).

Os isolados de Rhizoctonia spp. binucleados apresentaram col6nias de
coloracdo branca em BDA, sem presenca de &reas zonadas circulares, com poucos esclerodios
formados (Figura 3A). Segundo Sneh et al. (1991), tais caracteristicas sdo comuns a isolados
de Rhizoctonia spp. binucleados.

Os isolados multinucleados, caracterizados como R. solani, foram
associados tanto as podriddes de colo e raiz, como a mela ou requeima em soja. Todos 0s

isolados associados & queima da parte aérea (mela) foram multinucleados, assim como
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constatado para isolados causadores de queima da parte aérea em soja na Louisiana (O Neill et
al., 1977; Yang et al., 1990b), Texas (Jones & Belmar, 1989), e Ohio (Muyolo et al., 1993a),
Estados Unidos, e no Zaire (Muyolo et al., 1993a).

De maneira geral os isolados causadores da mela apresentaram uma
maior amplitude de variagdo no nimero de nucleos por célula e, tiveram uma porcentagem
maior de células com mais nucleos (Figura 2). Estas observacdes podem estar associadas com
aspectos epidemioldgicos do patdgeno e, poderdo ser melhor correlacionadas a partir da
caracterizacdo dos grupos de anastomose associados a estes sintomas.

Uma outra diferenca entre os isolados procedentes de plantas com
lesbes no colo e aqueles obtidos de folhas e peciolos com sintomas de queima, é quanto ao
aspecto cultural das col6nias. Nos primeiros, as colonias sdo de coloracdo marrom camurga a
escuro em BDA, e formam esclerodios pequenos, marrom claro a escuros, ja nos segundos as
colbnias sdo de coloracdo clara em BDA e formam esclerddios grandes, marrom escuro a
pretos (Figura 3B-F).

As caracteristicas acima referidas, aliadas as informagdes recorridas na
literatura, direcionaram os pareamentos realizados para se determinar o grupamento de
anastomose dos isolados de R. solani de soja.

A constatacdo de anastomose de hifas entre os isolados SJ 01, SJ 02,
SJ 03 e SJ 05 e os isolados padrdes dos trés subgrupos de anastomose do AG-4, impossibilitou
que se enquadrasse tais isolados dentro de um subgrupo do AG-4 especifico. Essa observagdo
reflete o relatado por Sneh et al. (1991), segundo os quais a separacdo dos subgrupos HGI e
HGII do AG-4, ndo se faz possivel através do critério anastomose de hifas, visto que podem

ocorrer anastomose de hifas entre os diferentes subgrupos do AG-4.
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Um outro critério que segundo Sneh et al. (1991) pode ajudar na
separacdo de subgrupos do AG-4, € a coloracdo de esclerddios em meio de cultura de BDA.
Entretanto, para os isolados de soja em estudo, tal critério ndo permitiu a separacdo de
subgrupos, isto porque, provavelmente, a producdo e a coloracdo de esclerddios seja
influenciada por condi¢Bes de incubacdo e, tempo e condi¢bes de armazenamento dos
isolados. Durante o cultivo, diferencas quanto ao meio de cultura, tipos de recipientes
utilizados e regimes de temperatura, podem alterar a morfologia cultural de R. solani (Exner,
1953; Sherwood, 1969).

Os isolados SJ 01, SJ 02, SJ 03 e SJ 05 apresentaram taxas de
crescimento micelial superiores as constatadas para os isolados representantes dos subgrupos
do AG-4, embora tenham apresentado temperatura 6tima para crescimento variando entre 25-
30°C, da mesma forma que os isolados padrdes.

Quanto ao requerimento de tiamina para crescimento, tais isolados,
assim como os isolados padrdes, comportaram-se como autotroficos. Foram constatados
valores inferiores a 1,5 para a razdo B/A (Quadro 13), que segundo Carling et al. (1987), séo
indicativos de isolados autotréficos para tiamina.

Os resultados obtidos para os isolados do AG-4, quanto ao tamanho de
esclerodios estdo de acordo com o observado por Ceresini et al. (1996), que também
obtiveram maior quantidade de esclerddios, em isolados do AG-4 HGI, na classe de tamanho
entre 0,250 e 0,300 mm.

No entanto, a caracterizagdo dos isolados de soja que realizaram
anastomose de hifas com isolados do AG-4, atraves de caracteristicas culturais, ndo permitiu

diferencié-los quando aos subgrupos.
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Desta forma, fica evidente que estes quatro isolados (SJ 01, SJ 02, SJ
03 e SJ 05), necessitam testes mais minuciosos para estabelecer-se a que subgrupos do AG-4
pertencem, pois o critério anastomose de hifas ainda deixa duvidas quanto a isto. E provavel
que a aplicacdo de marcadores moleculares RAPD auxilie na diferenciacdo mais clara entre
tais isolados.

A constatacdo de anastomose de hifas entre o isolado SJ 07 e o
isolados do AG-2-2 I1IB é um indicio de que tal isolado pertenca a este AG, pois segundo
Sneh et al. (1991), os diferentes subgrupos do AG-2 podem ser separados através do critério
anastomose de hifas. A separacdo dos subgrupos dentro do AG2-2 pode ainda ser sustentada
por caracteres culturais especificos dos subgrupos AG2-2 I11B e AG2-2 IV.

O isolado SJ 07, assim como o isolado representante do AG-2-2 11IB,
comportaram-se como auxotroficos para tiamina, apresentando razdo B/A, de 8,0 e 54,
respectivamente (Quadro 13). Segundo Carling et al. (1987) isolados do AG-9 que
apresentaram razao B/A > 3,2, foram considerados como auxotréficos para tiamina, j& Yang et
al. (1996) consideraram isolados auxotréficos para tiamina, também do AG-9, aqueles que
apresentaram razdo B/A > 5,0.

O fato do isolado SJ 07 ter se comportado como auxotréfico para
tiamina, é indicativo de que este pertence ao AG-2-2, no entanto, o enquadramento deste no
AG-2-2 111B pode ser corroborado através da analise da curva de crescimento de tal isolado.
Além de apresentar taxa de crescimento micelial semelhante a do isolado padrdo AG-2-2 111B,
o isolado SJ 07 cresceu na temperatura de 35°C (Quadro 10) e, essa caracteristica é importante
na diferenciagdo entre os subgrupo AG-2-2 IlIIB e AG-2-2 IV. Isolados do AG-2-2 IV néo

crescem a 35°C (Sneh et al., 1991).
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A ocorréncia de anastomose entre hifas de todos os isolados
causadores de mela ou requeima e o isolado padrdo do AG-1 IA, ndo pode, isoladamente, ser
conclusiva de que tais isolados pertencam a este subgrupo do AG-1. Entretanto, aspectos
culturais como, alta taxa de crescimento micelial e tipo de esclerddios produzidos podem
somar-se ao critério anastomose de hifas para embasar tais conclusdes.

Pode ser constatado pelos resultados da curva de crescimento dos
isolados causadores de mela, que as taxas de crescimento micelial maxima destes foram
semelhantes as taxas dos isolados representantes do AG-1 IA e, muito superiores a taxa do
crescimento micelial maxima constatada para o isolado do AG-1 IB (Quadro 10), que segundo
Yang et al. (1990b), é o outro subgrupo do AG-1 que pode estar relacionado com queima
foliar em soja.

Outra caracteristica importante e, indicativa de que tais isolados
pertencem ao AG-1 IA, é o tipo de esclerddios produzidos por estes. Todos os 17 isolados
caracterizados quanto a producdo de esclerddios, apresentaram acima de 60% dos esclerodios
retidos na peneira de 0,850 mm (Figura 7). Além destes isolados, todos os demais também
associados ao sintoma de mela em soja, apresentavam esclerodios grandes e esféricos,
podendo ser caracterizados, segundo Sneh et al. (1991), como do tipo “sasakii’.

Os isolados causadores de mela em soja, assim como o isolado padréo
do AG-1 IA, comportaram-se como autotroficos para tiamina, mesmo com razdo B/A variando
de 0,5 a 2,2. Estes resultados sdo sustentados por dados obtidos para outros grupos de
anastomose como, por exemplo do AG-9, onde razdes de 3,1 serviram para caracterizar
isolados como autotréficos e, somente razdes acima de 5,0 é que determinaram, outros

isolados do mesmo AG, como sendo auxotroficos para tiamina (Yang et al., 1996). Embora tal
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critério ndo permita separar subgrupos do AG-1, é uma caracteristica importante que deve ser
somada, para a caracterizacao de tais isolados.

A formacdo de basidias e basidiésporos pelo isolados SJ 68,
identificado como pertencente ao AG-1 1A, permitiu confirmar a associacdo de tal isolado ao
estagio teleomorfico de Rhizoctonia solani Kiihn, Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk. As
dimensdes das basidias, nUmero e comprimento de esterigmas e dimensdes dos basidiosporos,
enquadram-se as medidas obtidas para as estruturas sexuais de T. cucumeris, dos varios grupos
de anastomose de R. solani (Quadro 20). Entretanto, os valores obtidos nas varias medidas
ficaram em faixas mais restritas, o que pode ter sido determinado pelo nimero pequeno de
medidas tomadas, ja que somente um isolado foi utilizado para a obtencdo destes dados
(Quadro 20).

Nas plantas de onde os isolados causadores de mela foram obtidos ndo
se constatou a presenca de estruturas sexuais. Isto pode estar associado as proprias
caracteristicas epidemioldgicas do AG-1 IA, pois segundo Naito et al. (1995), a infeccdo
desse grupo de anastomose da-se a partir de hifas. Contudo, a confirmacgdo da existéncia ou
ndo de estruturas sexuais em infec¢des em soja no campo € uma informacao que ainda deve
ser levantada para o Brasil, j& que segundo Pascual et al. (2000), em regides quentes das
Filipinas onde as condi¢fes de umidade mantem-se durante todo o ano, basididsporos de
isolados do AG-1 IA sdo considerados como importante fonte de infec¢do. Essa informagéao é
altamente relevante para a aplicacdo de medidas de controle quimico, as quais podem ser
direcionadas ao solo ou as plantas, assim como para a avaliagdo de fontes de resisténcia em
plantas.

A caracterizacdo dos isolados quanto a temperatura letal, embora ndo



104

sendo critério que permita identificar isolados quanto ao grupamento de anastomose, permitiu
obter algumas informagBes que poderdo ser correlacionadas com caracteristicas
epidemioldgicas dos grupos de anastomose.

Os dados de temperatura letal constatados para os isolados de R. solani
de soja de maneira geral permitiram enquadra-los em dois grupos. Um primeiro, em que a
sensibilidade térmica foi menor quando aumentou-se o tempo de incubacéo das culturas e, um
segundo, onde ocorreu o contrario, quanto maior o tempo de incubagdo das culturas, maior foi
a sensibilidade térmica dos isolados. Estes dois grupos englobam isolados com diferentes
padrbes ecoldgicos e epidemioldgicos. No primeiro, encontram-se isolados causadores de
damping-off e podridGes de colo e raizes em soja pertencentes ao AG-4 e, no segundo,
isolados causadores de queima foliar, pertencentes ao AG-1 IA.

O padréo constatado no grupo que engloba os isolados pertencentes ao
AG-4 ¢é semelhante ao constatado para os fungos habitantes de solo Phytophthora (Kasim,
1978) e Rosellinia necatrix (Sztejnberg et al., 1987), nos quais verificaram-se que quanto mais
velha a cultura, maior a sua resisténcia ao calor. A formacdo de esclerddios pode ter
concorrido para a maior resisténcia ao calor dos isolados do AG-4, assim como sugerido por
Sztejnberg et al. (1987), para isolados de R. necatrix, onde a formag&o de esclerdédios e outras
estruturas que contenham melanina, podem ser a causa da resisténcia ao calor.

Silva et al. (1996) constataram que a temperatura letal micelial para
isolado de R. solani de amendoinzeiro do AG-4 HGI foi 49°C, entretanto, ao contrario, foi
constatada uma maior sensibilidade térmica do isolado a medida que aumentava a idade da
cultura.

O teste de patogenicidade dos isolados causadores de damping-off e



105

lesBes no colo permitiu constatar que os cinco isolados testados foram patogénicos a soja. Os
valores de severidade na condicdo de pH 4,5 ficaram entre 3 e 6, 0 que corresponde na escala
adotada a lesdes grandes e damping-off de pds-emergéncia, respectivamente. Ja na inoculacao
em solo com pH 5,9, os valores de severidade ficaram entre 1 e 7, indo desde descoloracao do
caule, cotilédones e raizes até, damping-off de pré-emergéncia. Esta observacao permite inferir
que a inoculagdo em solo com pH mais &cido representa melhor o teste de patogenicidade dos
isolados, visto que os sintomas constatados nesta condi¢do eliminam possiveis interferéncias
de quaisquer outros patdgenos, que por ventura estivessem presentes, ja que o solo utilizado
em ambos os testes ndo sofreu qualquer tipo de desinfestacdo quimica ou fisica.

De maneira geral, os isolados do AG-4 foram mais agressivos que 0
isolado do AG-2-2 1B, visto a condi¢cdo de pH 5,9, onde o indice de severidade para o
isolado do AG-2-2 11IB foi 1, ndo diferindo significativamente do tratamento testemunha sem
inoculacdo. Muyolo et al. (1993a) também constataram que isolados do AG-2-2 1IIB foram
mais agressivos em raizes que em hipocétilos, ao contrario de isolados do AG-4, que foram
mais agressivos em hipocotilos que em raizes.

Os sintomas causados pelo isolado de soja do AG-2-2 I11B (Figura 9A)
correspondem aos descritos por Liu & Sinclair (1991) para isolados do AG-2-2 1B,
causadores de podriddo de raiz em soja, em Illinois (USA) e, diferem dos sintomas observados
pela infeccdo de isolados do AG-4 (Figuras 9B-C). Nas plantulas inoculadas com o isolado do
AG-2-2 11IB, as lesdes foram mais extensas e ocorreu um fendilhamento, com exposi¢édo do
cortex na area lesionada, assim como descoloracdo de raizes. As lesGes causadas pelos
isolados do AG-4 foram delimitadas, deprimidas e com bordos mais escuros, porém sem

fendilhamento na area lesionada.
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Os isolados SJ 05 (AG-4) e SJ 07 (AG-2-2 11IB) foram obtidos numa
mesma area de plantio direto, onde a sucessdo empregada foi feijdo-milho-soja. Tais grupos de
anastomose séo relatados por Ceresini & Souza (1997) como estando associados a feijoeiro,
em regibes distintas do Estado de S&o Paulo. Este fato salienta a importancia se de conhecer
grupos de anastomose de R. solani incidente em cada cultura, quando da tomada de deciséo
sobre qual sucessdo de culturas deve ser utilizada.

Na inoculagdo em casa de vegetacdo para avaliar a queima da parte
aérea mais de 60% dos isolados apresentaram indice de severidade menor que 1. JA na
inoculacdo em folhas destacadas, mais de 50% dos isolados tiveram a severidade no intervalo
de 1-2 e, pelo menos um isolado apresentou indice de severidade maior que 3 (Figura 10). De
maneira geral, o indice de severidade manteve-se abaixo de 2, independentemente da
metodologia de inoculacdo empregada.

Né&o foi constatada correlagao significativa entre as duas metodologias
de inoculagdo testadas, o que pode impossibilitar o uso da inoculagdo em folha destacada em
substituicdo a inoculagcdo em planta inteira, em testes de selecdo de isolados ou, ainda, em
testes de selecdo de resisténcia entre cultivares. Também Muyolo et al. (1993b) constataram
auséncia de correlagdo significativa para inoculacdo em planta inteira e folha destacada, em
testes de resisténcia de cultivares de feijdo das secas e feijao ‘lima’ a R. solani AG-1 IB,
causador de ‘web blight’. Por outro lado, 0s mesmos autores obtiveram correlacdo
significativa entre as mesmas metodologias em testes de resisténcia de cultivares de soja.

Fatores como, condi¢fes experimentais, niveis de indculo empregados
e/ou resisténcia do cultivar, podem ter determinado a discrepancias entre os resultados obtidos

nas inoculagcdes em casa de vegetacdo e em folhas destacadas.
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Com relacdo as condicdes experimentais, na inoculacdo em casa de
vegetacdo, a umidade relativa favordvel ao desenvolvimento da doenga foi mantida pela
cobertura pléstica na bancada durante todo o periodo entre inoculagdo e avaliacdo. Entretanto,
devido a cobertura, a temperatura durante as horas mais quentes do dia manteve-se em torno
de 35°C, o que pode ter afetado a evolugdo da doenca, pois segundo Kousik et al. (1995), a
temperatura ideal para se obter maior severidade de doenca causada por R. solani AG-1 IA é
de 25 a 30°C. Embora, estes mesmos autores tenham constatado que a 35°C, isolados do AG-1
IA formam, significativamente, mais ‘almofadas’ de infeccdo em folhas de soja e maior
severidade de doenca, que isolados do AG-1 IB e outros grupos de anastomose. Na condicédo
de estufa biolégica, o controle da temperatura a 26-27°C, assim como a manutencdo da
umidade elevada, permitiu que a evolucéo da doenga fosse maior.

No que diz respeito ao tipo de indculo empregado no teste de
inoculagcdo em planta inteira, no ensaio desenvolvido por Muyolo et al. (1993b), utilizaram-se
aspersdo com suspensdo de micélio para a inoculagéo, ao passo que no presente experimento
foi utilizado um disco de micélio. Segundo tais autores, resultados conflitantes tém sido
obtidos em testes em que baixos (Warren, 1975) ou altos (Sumner, 1985) niveis de indculo séo
empregados em selegdo de cultivares de feijao das secas.

Por ultimo, a existéncia de niveis de resisténcia a R. solani na cultivar
empregada nos testes, pode ter somado as condigbes ambientais e ao tipo de indculo
empregado, concorrendo para os resultados obtidos. Muyolo et al. (1993b) constataram niveis
de resisténcia moderada em trés cultivares de soja (Belford, Gregg e RA 606), testados quanto
a severidade da doenca murcha da teia miceélica, causada por R. solani AG-1 IB. Informac6es

sobre 0 mecanismo de resisténcia envolvido, sdo segundo os mesmos autores limitadas,
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entretanto, segundo Flentje (1957) e Flentje et al. (1963), substancias inibidoras, originarias do
hospedeiro, podem interromper a formacdo de ‘almofadas’ de infeccdo de R. solani, em
plantas de rabanete, tomate e alface.

A comparacdo entre os isolados de R. solani obtidos de soja e 0s
isolados padrbes dos grupos de anastomose AG-1 1A, AG-2-2 111B, AG-4 HGI e AG-4 HGII
atraves do marcador molecular RAPD possibilitou confirmar a similaridade genética entre os
isolados de R. solani de soja brasileiros e os isolados padrées dos grupos de anastomose,
recebidos dos Estados Unidos e Japdo. Os trés grupos gerados, corresponderam ao que foi
determinado através da anastomose de hifas e outras caracteristicas culturais.

Dentre os isolados causadores de mela, niveis de similaridade genética
de 83% e 94% foram obtidos para os isolados que agruparam-se no G1 e G2, respectivamente
(Figura 13). Tais isolados foram, na sua maioria, oriundos de duas das Fazendas, Tucano e
Carlot (Quadro 2). Os isolados oriundos da terceira Fazenda, Itaipd, que totalizam 74% dos 62
isolados, dividiram-se em outros quatro grupos (Figura 13), num dos quais ficou o isolado
padrdo do AG-1 IA, onde a similaridade genética foi de 89-97%. A similaridade genética entre
varios desses isolados foi de 100% e, muitos dos isolados que apresentaram tais niveis foram
obtidos em fazendas diferentes, como por exemplo SJ 16, SJ 33, SJ 36 e SJ 37, 0 primeiro
proveniente da Fazenda Tucano e os outros trés da Fazenda Itaipd.

Os elevados niveis de similaridade genética apresentados por tais
isolados sdo, possivelmente, reflexo da origem geografica comum dos mesmos, ja que estes
foram provenientes de trés fazendas na regido de Lucas do Rio Verde-MT. Os resultados
obtidos vém de encontro ao relatado por Pascual et al. (2000), mencionando que isolados do

AG-1 IA obtidos de diferentes hospedeiros, mas coletados de uma mesma area, apresentaram
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acima de 80% de similaridade genética. Segundo Jabaji-Hare et al. (1990) dentro de AG de R.
solani existem maiores relacionamentos genéticos entre isolados de origem geogréfica
comum, que entre isolados de areas distantes geograficamente.

O nivel de 79% de similaridade genética constatado entre os isolados
causadores de mela em soja no Brasil e o isolado padrdo do AG-1 IA, obtido do Japéo, e
oriundo de planta de milho (isolado H5-519, Quadro 3), condiz com dados de similaridade
genética obtidos entre isolados do AG-1 IA oriundos de varias culturas como, feijdo, soja,
milho, algoddo, Rottboellia exaltata (L.) L. f. (grama), café, caupi, cana-de-agUcar, arroz e
sorgo, que foi 75% (Pascual et al., 2000).

A comparacdo entre os isolados causadores de mela e o0s trés
subgrupos do AG-1, IA, IB e IC, permitiu confirmar os resultados obtidos através de
caracteres culturais como, taxa maxima de crescimento micelial e tipo de esclerddios. Os
isolados de R. solani causadores de mela no Brasil que foram analisados no presente
experimento sdo, seguramente, pertencentes ao subgrupo IA. Embora a similaridade genética
entre os isolados obtidos de soja e o padrdo AG-1 IA tenha sido, nesta segunda comparacéo,
menor que na primeira, a similaridade entre estes isolados e o0s representantes dos subgrupos
IB e IC foi menor que 40% (Figura 19). Além disso, os sintomas constatados eram
caracteristicos de infeccOes secundarias causadas por isolados do AG-1 IA, com micélio
crescendo sobre os tecidos lesionados (Yang et al., 1990b), diferentes de sintomas causados
por isolados do AG-1 IB que caracterizam-se por lesGes pequenas e circulares, causadas pela
infeccdo por microesclerddios (Yang et al., 1988).

Na Louisiana (USA), Yang et al. (1990b) relataram a ocorréncia de R.

solani AG-1 subgrupos IA e IB causando lesdes foliares em soja. Entretanto, o subgrupo IB
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foi predominante nestas areas, durante os dois anos estudados. Condicdes climéticas diferentes
entre as regides americana e brasileira, onde ocorre a doenga, podem ser determinantes da
diferenca quanto a predominancia de cada subgrupo do AG-1. O Estado da Louisiana
apresenta latitude correspondente a do Estado do Rio Grande do Sul, onde ndo ha registros da
ocorréncia de queima da parte aérea em soja causada por R. solani.

A similaridade genética entre o isolado SJ 07 e o isolado representante
do AG-2-2 I11B também foi menor na segunda comparagéo, onde os outros subgrupos do AG-
2 foram incluidos. Entretanto, tais isolados mantiveram-se agrupados, corroborando o0s
resultados anteriormente obtidos. A utilizacdo do marcador RAPD para caracterizar este
isolado quanto ao grupamento de anastomose reforcou os resultados obtidos por caracteres
culturais e fisioldgicos (crescimento a 35°C e auxotrofismo para tiamina).

Na andlise onde os isolados de soja foram comparados com os trés
subgrupos de AG-4, trés dos quatros isolados, agruparam-se ao AG-4 HGII, e o outro isolado
ao AG-4 HGI (Figura 15). Entretanto, todos os isolados mantiveram-se na mesma ramificacéo
do dendrograma gerado, separando-se somente do isolado representante do AG-4 HGIII
(Figura 15). O marcador utilizado, RAPD, ndo permitiu detectar diferencas genéticas que
separassem o0s isolados dos subgrupos HGI e HGII, de maneira mais clara. Talvez, uma
anélise empregando maior nimero de ‘primers’ permita detectar maiores diferencas genéticas
entre estes subgrupos, ja que segundo Cubeta et al. (1992) existe a possibilidade de utilizacdo
de sondas de DNA nuclear randémicas para separar os trés ISG do AG-4. Esta separacdo é
possivel devido os baixos niveis de complementaridade de DNA que existem entre 0s
diferentes ISG do AG-4 (Kuninaga & Yokosawa, 1984a). Yang et al. (1995) também néo

puderam diferenciar todos os subgrupos do ZG-1 do AG-8, através de marcadores moleculares
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RAPD.

A identificacdo do AG-1 IA associado a mela e, dos AG-4 e AG-2-2
I1IB as podriddes de raizes e colo e ao damping-off, vém de encontro aos resultados obtidos
por Muyolo et al. (1993a), os quais salientaram que isolados do AG-1 sdo primariamente
patdgenos foliares, enquanto que isolados do AG-2 e AG-4 s&o patdgeno, primariamente, de
raizes e hipocotilos.

Na comparagdo onde todos os isolados estavam presente, constatou-se
que os isolados de R. solani de soja que agruparam-se ao isolado do AG-1 IA apresentaram
pelo menos um fragmento comum para o ‘primer’ OPP-15 (Figura 12) e dois, para 0 ‘primer’
OPA-13. Outros dois fragmentos amplificados pelo ‘primer’ OPP-12 foram comuns a 59, dos
62 isolados obtidos de soja, e ao isolado padrdo. Dentre os isolados de R. solani de soja que
agruparam-se aos isolados representantes dos subgrupos do AG-4, também constatou-se a
presenca de fragmentos comuns, um para o ‘primer’ OPP-15 (Figura 12) e outro para o OPP-
12.

Pascual et al. (2000) também relataram a existéncia de um ou dois
fragmentos comuns em compara¢des por RAPD entre isolados do AG-1 IA, oriundos de varias
fontes, embora os ‘primers’ randomicos empregados tenham sido diferentes daqueles
utilizados no presente experimento.

A constatacdo desses fragmentos € extremamente interessante, pois
sondas de DNA especificas para cada ISG poderiam ser geradas utilizando-se fragmentos de
DNA randdmico de cada ISG e, a combinagdo com outras técnicas de PCR, possibilitariam

diagndsticos mais rapidos de ISG (Vilgalys & Cubeta, 1994).
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8 CONCLUSOES

No Brasil a podriddo de raizes e de colo em soja € causada por
Rhizoctonia solani AG-2-2 111B, AG-4 HGI e AG-4 HGII e a mela ou requeima é causada
pelo AG-1 IA do patogeno.

Subgrupos do AG-2 sdo separados através de caracteristicas culturais e
fisiologicas.

Marcadores moleculares RAPD sdo consistentes na separacdo de I1SG

do AG-1 de Rhizoctonia solani.
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