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Rhizoctonia solani AG-1: ESTRUTURA GENETICA, ETIOLOGIA E
EVOLUTIBILIDADE NOS AGROECOSSITEMAS Brachiaria spp. E ARROZ NA
COLOMBIA

RESUMO - No inicio dos anos 90, o fungo Rhizoctonia solani emergiu como um
patdgeno importante associado a morte de pastagens do género braquiaria na
Colémbia. Inicialmente, esse estudo indicou que R. solani AG-1 IA predomina como
patdgeno associado a queima da folha da braquiaria nos Llanos Colombianos. Para o
estudo da estrutura genético-populacional do patégeno, um total de 198 isolados de R.
solani AG-1 IA foram coletados de campos de B. brizantha cv. Toledo, de Brachiaria
hibrido Mulato e do arroz. Os isolados foram genotipados usando dez loci
microssatélites. Um sistema reprodutivo misto (reproducdo sexuada e clones
adaptados) caracterizou as populacdes de R. solani AG-1 IA gue infectam a braquiaria.
A alta fracdo clonal e os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg encontrados foram
consistentes com o efeito Wahlund associado a mistura de populacdes. Padroes
histéricos de migracdo entre populacdes hospedeiro-distintas indicaram a origem
provavel das populacdes que infectam braquiaria a partir de populacdes que infectavam
arroz. Para determinar o efeito do estresse térmico na evolutibilidade para crescimento
micelial, populacdes de R. solani AG-1 IA infectando braquiaria ou arroz e R. oryzae-
sativae do arroz, foram submetidas a temperatura 6tima e de estresse (25 e 35°C). A
herdabilidade para crescimento micelial sob condigdes de estresse foi considerada alta
na populacdo de R. oryzae-sativae do arroz, indicando que os patégenos tém potencial

de adaptacéo a temperatura de 35°C.

Palavras-chave: Thanatephorus cucumers, Rhizoctonia solani AG-1 IA, origens de

patdgenos emergentes, fluxo génico, herdabilidade, adaptabilidade evolutiva.



Rhizoctonia solani AG-1: GENETIC STRUCTURE, ETIOLOGY AND EVOLVABILITY
ON Brachiaria spp. AND RICE AGROECOSSISTEMS IN COLOMBIA

SUMMARY - In the early '90s, the fungus Rhizoctonia solani has emerged as an
important pathogen associated with the death of Brachiaria pastures in the Colombian
Llanos. Initially, this study indicated that R. solani AG-1 IA was the predominant
pathogen associated with the leaf blight in the Colombian Llanos. To study the
population genetic structure of the pathogen, a total of 198 isolates of R. solani AG-1 IA
were collected from fields of B. brizantha cv. Toledo, Brachiaria Mulato hybrid and from
rice. These isolates were genotyped using ten microsatellite loci. A mixed mating system
(sexual reproduction and dispersal of adapted clones) characterized the populations of
R. solani AG-1 IA infecting Brachiaria. The high clonal fraction and deviations from
Hardy-Weinberg equilibrium found in three out of four populations were consistent with
Wahlund effect associated with the mixing of populations. Historical patterns of migration
between different host-populations indicated that the likely source of the current
populations infecting Brachiaria in the Colombian Llanos was from populations that
originally infected rice. To determine the effect of heat stress on the evolvability for
mycelial growth, two host distinct populations of Rhizoctonia solani AG-1 IA infecting
either brachiaria or rice and a rice-infecting population of R. oryzae-sativae, were
submitted to optimal and stress temperatures (25°C and 35°C). The heritability values
for mycelial growth under heat stress was considered high for rice-infecting population of
R. oryzae-sativae, indicating that these pathogen’s population have a high potential to

adapt to 35°C temperature.

Keywords: Thanatephorus cucumeris, Rhizoctonia solani AG-1 IA, origins of emerging

pathogens, gene flow, reproductive system, heritability, evolutionary adaptability



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

Fitopatbgenos emergentes sdo descritos como patégenos que: (i) foram
recentemente descobertos ou recém descritos; (i) evoluiram recentemente; (iii)
aumentaram em incidéncia, expandiram geograficamente ou sua gama de hospedeiros;
e (iv) tiveram alteracbes em suas propriedades patogénicas (ANDERSON et al., 2004;
STUKENBROCK & MCDONALD, 2008). Um patégeno emergente pode ser um novo
virus, bactéria ou fungo que tem o potencial para se tornar endémico, epidémico e até
mesmo adquirir natureza pandémica. Fungos fitopatogénicos, em particular, séo
conhecidos por causarem perdas elevadas de rendimento nas culturas agricolas, com
consequente impacto na economia, e novas doencas fungicas devastadoras estédo
constantemente emergindo nos agroecossistemas (STUKENBROCK & MCDONALD,
2008). Como a compreensdo do risco da emergéncia de fitopatbgenos nos

agroecossistemas ainda € pobre, é necessario que estratégias de monitoramento,

vigilancia e previséo do risco de emergéncia sejam desenvolvidas.

Alguns fatores podem levar a emergéncia de fitopatdbgenos nos
agroecossistemas (ANDERSON et al., 2004): (i) a introducdo de patdgenos. Também
conhecida como "poluicdo patogénica’, que € impulsionada principalmente por
atividades mediadas pelo homem (por exemplo, através da introducdo de material
vegetal propagativo infestado, pela adocdo de certas praticas agricolas, e por
perturbacbes ocasionadas ao ambiente). A introdugcdo por semente ou outro material
propagativo € o fator principal para a emergéncia de fitopatdgenos numa nova regiao ou
pais. Durante o periodo de 1997 - 2007, a evolucdo do mercado de sementes no
mundo, tem-se multiplicado quase que por trés, a partir de aproximadamente US$ 13
para 36 bilhdes (LE BUANEC, 2008); (i) a intensificacdo, a diversificacdo e a
globalizacao da agricultura. A intensificagcdo da agricultura pode levar a expansédo de
populacbes de fitopatdgenos, a diversificagcdo facilita a introducdo de novos
hospedeiros e a globalizagdo leva a introducdo de novos patdgenos. A facilidade de

deslocar fisicamente um produto de um ponto do planeta a outro, incrementou a



globalizacdo do comercio. No periodo de 1997 a 2006, o comércio mundial de produtos
do agronegdcio cresceu de US$388,6 bilhdes para US$609,8 bilhdes, o que significa
um incremento de 56,9%. Este processo de globalizacdo refletiu-se na abrangéncia e
dimensdao das crises alimentares devido a problemas sanitarios e doencas, como 0 BSE
(Bovine spongiform encephalopathy) ocorrido nos anos 90 e, posteriormente, a
disseminacdo da gripe aviaria (SATO, 2009); (iii) a coevolugdo patdgeno-hospedeiro.
Nas interacdes planta-patdogeno, coevolucdo é caracterizada pelo desenvolvimento
ciclico de resisténcia no hospedeiro e de viruléncia no patdogeno, com a sele¢éo natural
afetando a adaptacao, tanto do patdogeno quanto do hospedeiro (MCDONALD, 2010);
(iv) as alteracBes climaticas e antropogénicas. Mudancas climéticas globais e
alteracdes antropogénicas das paisagens terrestres e aquaticas em larga escala (por
exemplo, a conversao de florestas em areas agricolas e a constru¢do de barragens)
podem alterar a incidéncia e distribuicdo das doencgas (LIPP et al., 2002). Tem sido
demonstrado para varios sistemas hospedeiro-parasita que a viruléncia de patdgenos
pode variar significativamente com a temperatura (THOMAS & BLANFORD, 2003), e
postula-se que o impacto global das doencas emergentes serdo influenciados pelas
mudancas climaticas (COAKLEY et al., 1999; AYRES & LOMBARDERO, 2000; LIPP et
al., 2002). Entretanto, a direcdo e a magnitude dessas mudancas continuam muito
imprevisiveis.

A migracao do patdégeno do estado natural a um novo agroecosistema pode ser
considerada como outro fator de emergéncia, um claro exemplo pode-se observar na
agricultura Sul Americana, quem esta particularmente vulneravel a emergéncia de
fitopatdgenos, num cenario de mudancas climaticas por causa da grande variedade de
ecossistemas onde a agricultura € praticada (variando de equatorial, a tropical e
subtropical). De acordo com ANDERSON et al. (2004) e MCDONALD & LINDE (2002),
o estudo do potencial evolutivo dos fitopatdbgenos, bem como a investigacdo de fatores
ambientais e ecoldgicos indutivos relacionados, é essencial para a parametrizacdo e
compreensdo dos processos de emergéncia de fitopatbgenos num novo
agroecossistema.

Dessa forma, uma proposta de pesquisa com 0 objetivo de determinar a



emergéncia de fitopatbgenos em agroecossistemas, deve enfocar questdes pertinentes
como: i. Se a emergéncia de uma nova doenga é devido a mudancas evolutivas, que
tipos de mudancas evolutivas ocorreram e como essas alteragbes podem ser
detectadas? ii. A emergéncia de uma nova doenca ocorreu devido a introducéo (Unica
ou multipla) do patégeno em um novo agroecossistema? iii. A emergéncia de uma nova
doenca foi facilitada ou induzida por alteracdes no habitat, por exemplo, pela ado¢éo de
rotacdo de culturas em particular, ou devido a simples substituicAo ou troca de
hospedeiro em areas comuns ou contiguas geograficamente? iv. Considerando o
potencial evolutivo de patdgenos em trocar de hospedeiros, bem como a suscetibilidade
dos respectivos hospedeiros, € possivel prever os padrbes de dispersao destes
patbgenos para novos agroecossistemas (geograficamente contiguos ou
descontinuos)?

Foi escolhido como primeiro modelo para estudo de patégenos emergentes, 0
fungo basidiomiceto Thanatephorus cucumeris (anamorfase Rhizoctonia solani grupo
de anastomose AG-1 IA), que é considerado um patégeno importante, afetando uma
ampla gama de culturas hospedeiras de importancia mundial (JONES & BELMAR,
1989; PASCUAL & HYAKUMACHI, 2000). Na Ameérica do Sul o AG-1 IA causa queima
da bainha no arroz (SOUZA et al., 2007; BOLKAN & RIBEIRO, 1985; CEDENO et al.,
1996), folha bandeada e queima da bainha no milho (PERDOMO et al., 2007;
CARDONA et al., 1999), queima foliar da soja (FENILLE et al., 2002), e mela no feijao
caupi (NECHET & HALFELD-VIEIRA, 2006). Recentemente, R. solani AG-1 IA emergiu
como patdégeno adaptado a braquiaria na Amazoénia Colombiana (CIAT, 1993; KELEMU
et al., 1995) e Brasileira (SOUZA et al., 2000; VERZIGNASSI & FERNANDES, 2001,
DUARTE et al., 2007). A doenca ocorre em reboleiras e causa queima das folhas e
morte das touceiras de braquiaria (SOUZA et al.,2000; VALERIO et al., 2000; ARGEL et
al., 2005). Ainda ndo ha relato contundente esclarecendo a etiologia da doenca. De
fato, R. solani € uma espécie complexa composta por diversos grupos de anastomose
(AGs) (CARLING, 1996). Os AGs sao unidades taxonémicas correspondentes a
espécies filogenéticas do complexo denominado de Rhizoctonia solani (GONZALEZ et

al., 2001) e cada grupo de anastomose esta frequentemente associado a determinado



hospedeiro ou a um grupo restrito de hospedeiros (OGOSHI, 1987; SNEH et al., 1991).
Segundo BLACK et al. (1996), braquiaria é hospedeira de dois AGs distintos de R.
solani, o AG-1 IA e 0 AG-1 IB. Ambos produzem esclerédios em abundancia no tecido
doente. Entretanto, o AG-1 IA produz esclerédios maiores “tipo sasakii” (de 1 a 6 mm de
diametro) e que, geralmente, ndo séo dispersos pelo ar (SUMNER, 1996; YANG et al.,
1989). Em contraste, o AG-1 IB produz microesclerodios, o que permite ao patdgeno
dispersdo aérea (WEBER, 1939; GALINDO et al., 1983). No geral, R. solani AG-1 IA
sobrevive como micélio e esclerédios no solo e em sementes, onde ciclos recorrentes
de infeccdo aumentam o indculo no solo (OGOSHI, 1987). A dispersdo de inoculo
associado com plantas invasoras pode ter também um papel importante na

disseminacao do patégeno entre cultivos distintos (BLACK et al., 1996).
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CAPITULO 2 - ETIOLOGIA DA QUEIMA DA FOLHA DA BRAQUIARIA NOS

LLANOS COLOMBIANOS

RESUMO - No inicio dos anos 90, o fungo Rhizoctonia solani AG-1 IA emergiu como
um patogeno importante associado a morte de pastagens do género Brachiaria nos
Llanos Colombianos. Apesar da importancia desta doenca emergente, ainda ndo ha
relato esclarecendo a etiologia da queima da folha da braquiaria na Coldmbia. Dessa
forma, o objetivo principal deste estudo foi determinar, através do levantamento feito na
regido de maior incidéncia da doenca na Colémbia, que patégenos do complexo de
espécies R. solani estdo associados a queima da folha da braquiaria. Os resultados
indicaram que R. solani AG-1 IA predomina como patdgeno associado a queima da
folha de B. brizantha cv. Toledo e Brachiaria hibrido “Mulato” nos Llanos Colombianos.
Todos os 161 isolados obtidos de populagdes do fungo que infecta a braquiaria
apresentaram esclerodios “tipo sasakii”. As sequéncias da regiao ITS-5.8S do rDNA de
amostra destas populacdes foram similares a R. solani AG-1 IA. Esta informacgéo é
relevante para programas de melhoramento de braquiaria visando selecdo para
resisténcia a doenca, pois indica que a doenca ndo é causada por um complexo de

patogenos.

Palavras-chave: Braquiaria, doencas, etiologia, Oryza sativa, Rhizoctonia solani AG-1

IA, Rhizoctonia oryzae-sativae, Sclerotium hydrophilum

11



ETIOLOGY OF BRACHIARIA LEAF BLIGHT IN THE COLOMBIAN LLANOS

ABSTRACT - In the early '90s, the fungus Rhizoctonia solani has emerged as an
important pathogen associated with the death of Brachiaria pastures in the Colombian
Llanos. Despite the importance of this emerging disease, there is no report clarifying the
etiology of brachiaria leaf blight in Colombia. Thus, the main objective of this study was
to determine, through a survey in the region with the highest incidence of the disease in
Colombia, which pathogens from the R. solani species complex were associated with
brachiaria leaf blight. This study indicated that R. solani AG-1 IA predominated as the
pathogen associated with the leaf blight on B. brizantha cv. Toledo and Brachiaria
“Mulato” hybrid in the Colombian Llanos. All 161 isolates obtained from Brachiaria-
infecting fungus populations presented "sasakii-type" sclerotia. The sequences from the
ITS-5.8S rDNA region of a sample of these isolates were similar to R. solani AG-1 IA.
This information is relevant to Brachiaria breeding programs aimed at selection for
disease resistance because it indicated that the disease is not caused by a complex of

pathogens.

Keywords: Brachiaria, diseases, etiology, rice, Rhizoctonia solani AG-1 IA, Rhizoctonia

oryzae-sativae, Sclerotium hydrophilum.
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INTRODUCAO

No inicio dos anos 90, o fungo anamorfico Basidiomiceto Rhizoctonia solani
(teleomdrfase Thanatephorus cucumeris) emergiu como um patégeno importante
associado a queima das folhas e morte de pastagens do género braquiaria na Colémbia
(CIAT, 1993; ARGEL et al., 2005). Este fungo emergiu na regido dos Llanos Orientais
na Colébmbia, em &reas onde o cultivo de arroz, um hospedeiro altamente suscetivel ao
fungo (LEE & RUSH, 1983; HASHIBA & KOBAYASHI, 1996), foi substituido pelo cultivo
de braquiaria, em resposta a crescente demanda por pecuaria extensiva. Também, na
regido dos Llanos Orientais da Colémbia, no ano 1981, relatou-se, pela primeira vez, a
ocorréncia da queima da bainha em arroz na Colémbia (PABON GUERRERO, 1994).
Embora ndo se tenham dados precisos sobre as perdas provocadas pela queima das
folhas em braquiéria, a doenca € considerada severa (ARGEL et al., 2005; DUARTE et
al., 2007). No arroz, por exemplo, estima-se que as perdas de producdo causadas pela
gueima da bainha podem chegar até 50% (SAVARY et al., 2000; NEERAJA et al.,
2003). Os sintomas da queima das folhas da braquiaria sao lesdes inicialmente
helicoidais ou ovoides, de cor verde-acinzentada, com bordos escuros irregulares. O
centro da lesdo se torna branco-acinzentado circundado por uma margem marrom
(Figura 2). Em casos severos, as lesdes coalescem queimando as folhas.

Apesar da importancia desta doenca emergente, ainda ndo ha informacoes
esclarecendo a etiologia da queima da folha da braquiaria na Colédmbia. R. solani € uma
espécie complexa, composta por diversos grupos de anastomose com elevada
especificidade de hospedeiros (ADAMS, 1988; CARLING, 1996). No sul dos Estados
Unidos, a braquiaria é relatada como hospedeira de dois grupos de anastomose (AGS)
distintos do complexo de espécies R. solani: 0 AG-1 IA e o0 AG-1 IB (BLACK et al.,
1996). Ambos produzem esclerédios em abundéancia no tecido doente. No primeiro
artigo descrevendo a reacao de espécies de braquiaria a queima da folha na Colémbia,
0s autores provavelmente utilizaram o AG-1 IA como inoculo, pois o isolado produzia

esclerddios grandes, provavelmente do “tipo sasakii” (KELEMU et al., 1995). No Brasil,
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h& relato recente da associacao, também, do AG-4 HGI a braquiaria em Paragominas
no Para (GAINO et al., 2010). Entretanto o AG-4 HGI é considerado um patdgeno
essencialmente radicular, associado a morte da Brachiaria spp. no Brasil.

E possivel que tanto o AG-1 IA quanto o AG-1 IB de R.solani estejam
associados com a queima da folha da braquiaria na Colémbia. Entretanto, ainda se
desconhece qual a importancia relativa de cada AG como patdégeno desta forragem.

Dessa forma, o objetivo principal desta pesquisa foi determinar, através de
levantamento na regido de incidéncia da doenca na Coldmbia, quais patogenos do
complexo de espécies R. solani estdo associados a queima da folha da braquiaria.
Como objetivo secundério, para viabilizar futuros estudos sobre a origem do patégeno
da queima da folha da braquiaria, amostrou-se também o patdgeno da queima da
bainha do arroz em é&reas de cultivo remanescente da cultura, adjacentes as de

braquiaria.

MATERIAL E METODOS

Amostragem de populacdes do fungo da queima da folha da braquiaria e da

gueima da bainha do arroz na Colémbia.

Um total de 234 amostras foram coletadas no estado de Meta, na regidao dos
Llanos Orientais, no Bioma Amazoénico do nordeste da Colémbia (Figura 1), em seis
localidades diferentes. Trés populacdes simpatricas com sintoma da queima da
folha/bainha foram coletadas no municipio de Puerto Lopez: a primeira populacéo
infectando Brachiaria brizantha cv. Toledo (BBT1), a segunda populacéo infectando
Brachiaria hibrido Mulato (BHM3) e a terceira populacdo infectando arroz (OS5). Da
mesma forma, trés populacdes simpatricas foram coletadas no municipio de
Villavicencio: uma populacdo infectando Brachiaria brizantha cv. Toledo (BBT2), a
segunda populagdo infectando Brachiaria hibrido Mulato (BHM4) e uma terceira

populagcdo infectando arroz (OS6) (Tabela 1). As amostras populacionais foram
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coletadas nos anos 2010 — 2011, de seis a oito focos/linha de cultivo, espacados de
cerca de 10 m por foco, num total de quatro a seis linhas por campo. O objetivo foi obter

cerca de 30 - 40 isolados de Rhizoctonia solani por populacéo.

Isolamento de fungos das amostras de braquiaria e de arroz e caracterizacao

cultural de col6nias fungicas

Para isolar o fungo, fragmentos dos materiais infectados foram lavados com
agua, desinfetados com hipoclorito de sodio a 1% por 30 segundos e enxaguados em
agua esterilizada. Posteriormente, os fragmentos de aproximadamente 3-4 cm, obtidos
de folhas infectadas, foram aderidos com fita adesiva ao lado interno da tampa de
placas de Petri contendo meio batata-dextrose-agar (BDA), e incubados a 25°C, no
escuro, durante trés dias, e depois purificados em meio BDA. Esclerddios do fungo
produzidos em meio BDA foram transferidos para crio-tubos de 1,8 mL, contendo silica
gel esterilizada e mantidos em refrigerador a cerca de 5°C, na micoteca da UNESP,
Campus de llha Solteira.

Para caracterizacdo cultural das coldnias fungicas obtidas, os isolados foram
cultivados em meio BDA e incubados a 25°C, no escuro, por 10 dias, quando se
observou a formacédo plena de esclerédios maduros. Documentou-se a coloracdo das

coldnias, forma, tipo e coloracéo de esclerédios formados.

Extracdo de DNA e identificacdo molecular dos isolados.

Para confirmar as caracteristicas morfolégicas observadas nos diferentes grupos
e determinar o agente causal da doenca, foi produzido micélio fungico em 30 mL de
caldo de batata dextrose (a 18,5 g/L), por quatro dias, sob agitacdo. Em seguida o
miceélio foi liofilizado por cerca de 48 h. A identificacdo dos isolados coletados foi feita
usando dois procedimentos. Inicialmente, utilizou-se um conjunto de dez marcadores
microssatélites especificos para R. solani AG-1 IA (ZALA et al., 2008) usando condi¢des
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de amplificacdo previamente descritas pelos autores. Dos isolados para os quais se
amplificou positivamente todos os marcadores microssatélites, foram selecionados 25
isolados, ao acaso, para confirmar sua identificagdo como R. solani AG-1 IA, com base
no sequenciamento da regido ITS-5.8S do DNA ribossomal rDNA (ITS rDNA), cuja
filogenia molecular reproduz a sistematica classica dos AGs baseada na reagédo de
anastomose de hifas (SNEH et al., 1991; GONZALEZ et al., 2001). Os isolados que nédo
apresentaram amplificacdo positiva dos loci microssatélites, foram, entéo, identificados
com base no sequenciamento da regido ITS-5.8S do rDNA. A extragdo do DNA do
micélio fungico liofilizado foi efetuada utilizando-se o kit Genelute (Sigma-Aldrich Brasil),
seguindo as instrucdes do fabricante. Para amplificacdo via reagcdo de polimerase em
cadeia (PCR) e sequenciamento da regido ITS rDNA utilizou-se o par de primers
iniciadores ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e ITS5 (5-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) (WHITE et al., 1990). A PCR constitui-se de uma
desnaturacéo inicial por 2 min a 96°C, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo por 30
seg a 96°C, pareamento por 30 seg. a 56°C e elongacédo por 30 seg. a 72°C, além de
uma extensao final de 5 min a 72°C. O produto da amplificag&o foi purificado com PCR
clean-up Kit NucleoFast 96 PCR (Macherey-Nagel). Utilizou-se o sequenciamento direto
do produto da PCR purificado. Para isso uma nova amplificacdo foi realizada em
volume de 10 uyL contendo 5 pL do amplicom purificado, 2 yL de Big Dye (Applied
Biosystems), 0,3 uM do iniciador ITS4 e 2 pyL de agua miliQ. O mesmo procedimento foi
realizado para o iniciador ITS5. A PCR de sequenciamento constitui-se de
desnaturacgéo inicial por 2 min a 95°C, seguida por 99 ciclos de desnaturagédo por 10
seg. a 95°C, pareamento por 5 seg. a 50°C e elongacéo por 4 min a 60°C. Os produtos
amplificados da PCR foram sequenciados utilizando-se aparelho ABI 3730 e os dados

foram analisados usando-se o programa Sequencher verséo 4.8 (Genecodes).
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Analise de dados moleculares

Inicialmente, observou-se amplificacdo positiva ou negativa para o conjunto de
10 microssatélites especificos para R. solani AG-1 IA (ZALA et al., 2008) amplificados
de todos os isolados amostrados. Posteriormente, para a andlise de sequencias da
regido ITS-5.8 do rDNA amplificada de amostras de isolados, os cromatogramas
obtidos foram alinhados e analisados usando-se o programa Sequencher versdo 4.8
(Genecodes), gerando sequencias de consenso em formato fasta. O alinhamento dos
consensos das sequencias dos isolados para cada loco foi realizado pelo programa
CLUSTALW (THOMPSON et al., 1997). A identificagéo de diferentes haplotipos (e dos
isolados que os compartilharam) foi realizada com o programa SNAP WORKBENCH
(PRICE & CARBONE, 2005). Buscou-se, entdo, sequéncias similares no banco de
dados do NCBI GenBank (BENSON et al., 2007), usando as ferramentas de
comparacdo BLASTN (ALTSCHUL et al.,, 1997) com as sequéncias haplotipicas

experimentais obtidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés dez dias de cultivo em BDA, observaram-se diferencas na forma, cor e
tamanho de esclerédios dos isolados que permitiram agrupa-los em trés grupos
morfolégicos distintos: O primeiro grupo (representado por todos os 161 isolados
obtidos de populacbes da braquiaria e 13 isolados obtidos de arroz) apresentou
esclerddios relativamente esféricos e maiores, “tipo sasakii” (de 1 a 6 mm de diametro)
em culturas de micélio marrom claro, inicialmente na cor branca e depois, tornando-se
marrom claro a escuro (Figura 2-A), semelhantes a R. solani AG-1 IA . Um segundo
grupo (composto por 52 isolados obtidos de arroz) apresentou esclerddios pequenos
(0,5 a 2 mm), de forma irregular, e nas cores branca e marrom claro (Figura 2-B) e
micélio também branco a marrom claro, semelhante aos produzidos por R. oryzae-
sativae (teleomorfase: Ceratobasidium oryzae-sativae) (LANOISELET et al., 2007). Ja o

terceiro grupo, representado apenas por oito isolados obtidos de arroz, apresentou
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esclerodios redondos e pequenos (0,2 — 0,8 mm), na cor marrom escuro a preto
(Figura 2-C), semelhantes & espécie Sclerotium hydrophilum (GUTIERREZ, 2007).

De todos os isolados do primeiro grupo morfolégico observou-se amplificaram
positiva para o conjunto de microssatélites especificos para R. solani AG-1 IA. Para
confirmar as informagdes obtidas, as sequencias de 25 isolados selecionados ao acaso
foram comparados com sequencia no GenBank. Utilizando-se a ferramenta BLAST-N,
detectou-se 100% de identidade com a sequéncia de referéncia AB122135.1 de
R. solani AG-1 IA depositada no banco de dados do NCBI. As informacfes moleculares
gue indicaram que este primeiro grupo de isolados pertence a R. solani AG-1 IA,
confirmaram a observacdo baseada na caracterizagdo morfoloégica dos esclerddios
desses isolados, predominantemente do tipo “sasakii” (YANG et al., 1989; SUMNER,
1996). Esse grupo compds-se de todos os isolados obtidos de Brachiaria brizantha cv.
Toledo (78 isolados), de B. hibrido Mulato (83 isolados) e de alguns obtidos de arroz
(13 isolados). Esses resultados confirmam que B. brizantha cv. Toledo é hospedeira
principalmente de R. solani AG-1 IA, como foi relatado por BLACK et al., (1996). Esta
informacdo é relevante para programas de melhoramento de Brachiaria visando
selecdo para resisténcia a doenca (KELEMU et al., 1995), pois indica que essa néo €
causada por um complexo de patdégenos.

Para os grupos morfoldgicos dois e trés (ambos do arroz), a amplificagcdo com os
marcadores microssatélites foi negativa. Portanto, foram selecionados 25 isolados do
grupo morfolégico dois e todos os oito isolados do grupo trés para sequenciamento da
regido ITS-5.8S do rDNA. Utilizando a ferramenta BLAST-N, foi observado que o grupo
dois apresentou 100% de identidade com a sequéncia de referencia AB122144.1 de
R. oryzae-sativae, depositada do NCBI. J& para as sequéncias da regido ITS-5.8S do
rDNA do grupo morfoldgico trés, observou-se 92% de identidade com a sequéncia de
referencia FJ595944.1 de S. hydrophilum depositada no NCBI.

No caso do arroz, possivelmente, este € o primeiro relato de que os fungos
R. oryzae-sativae e S. hydrophilum estdo associados ao complexo de doencas da
bainha do arroz na Colémbia. O fato de que R. oryzae-sativae predominou nas duas

areas de arroz amostradas nos Llanos Colombianos, representando 71% da amostra
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populacional, é particularmente importante para o manejo da doenca. Acreditava-se que
R. solani AG-1 IA era o patdgeno predominante em areas de arroz. De fato, nas
Américas, varias espécies de fungos dos géneros Rhizoctonia, como R. solani AG-1 IA,
R. circinata var. oryzae; R. circinata var. zeae; R. circinata var. circinata (teleomorfase:
Waitea circinata) e R. oryzae-sativae e do género Sclerotium, como o S. hydrophilum e
S. oryzae, estdo associadas ao complexo de doencas das queimas e manchas da
bainha nas regies arrozeiras da Argentina (GUTIERREZ, 2007), do Brasil (SOUZA et
al., 2007), do Chile (MADARIAGA et al., 1999), dos EUA (LEE & RUSH, 1983; SAYLER
& YANG, 2007; CHAIJUCKAM & DAVIS, 2010) e da Venezuela (MALAGUTI, 1951;
CEDENO et al., 1996). Especificamente, R. solani AG-1 |IA esta associada com a
gueima da bainha, R. circinata var. oryzae com a mancha da bainha, R. oryzae-sativae
com mancha agregada da bainha (Figura 2), S. hydrophilum com manchas da bainha e
S. oryzae com podriddes do caule do arroz (GUTIERREZ, 2007). A sobreposicdo de
sintomas relativamente semelhantes torna dificil o diagnostico deste complexo de
doencas da bainha do arroz (CEDENO et al., 1996; JOHANSON et al., 1998). Como a
diagnose é extremamente relevante para o estabelecimento de medidas apropriadas do
manejo de doencas na cultura do arroz, recomenda-se a utilizagdo de métodos rapidos
disponiveis para deteccdo de patdégenos baseados em reacdo de PCR com primers
especificos (JOHANSON et al.,, 1998; PASCUAL et al., 2000; MATSUMOTO, 2002;
SAYLER & YANG, 2007).

CONCLUSOES

R. solani AG-1 IA predomina como patdgeno associado a queima da folha de

B. brizantha cv. Toledo e Brachiaria hibrido Mulato nos Llanos Colombianos.
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TABELA E FIGURA

Tabela 1. Levantamento de populac¢des de fungos associados com a queima da folha

da braquiaria e da queima da bainha do arroz nos Llanos Colombianos.

NuUmero de isolados identificados por

Tamanho patdgeno b
Municipio Hospedeiro Populacdo  amostral Rhizoctonia .
a - R. oryzae-  Sclerotium
(N) solani AG-1 : .
A sativae hydrophilum
Puerto Lopez B.brizantha cv BBT1 38 38 - -
Toledo
B.Hibrido Mulato BHM3 40 40 - -
Arroz var. F- 50 OS5 38 2 36 -
Villavicencio B Prizantha cv BBT2 42 42 : i
Toledo
B.Hibrido Mulato BHMA4 41 41 - -
Arroz var.
Thailandia 0s6 3 1 16 8
Total 94 52 8

% N = Tamanho amostral (nimero de isolados) obtido de cada populacédo

> Caracterizacdo baseada no uso de caracteres morfoldgicos (coloragéo de col6nia, tipo, forma

e cor de esclerécios; Figura 1), em marcadores microssatélites especificos para R. solani AG-

1 IA e no sequenciamento da regido ITS 5.8S do rDNA dos isolados.
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Figura 1. Localizag&o geografica das localidades de onde foram coletadas amostras de
plantas exibindo sintomas de Rhizoctonia spp. em campos de braquiaria e de
arroz nos municipios de Villavicencio e Puerto Lopez, no Estado de Meta,

Colombia.
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Figura 2. Diferentes formas, cores e tamanhos de esclerdcios e sintomas de fungos associados

a queima da folha da braquiaria ou a queima e mancha da bainha do arroz.

(A) Esclerdcios tipo “sasakii”, caracteristicos do primeiro grupo de patdégenos da
braquiaria e do arroz, identificados como Rhizoctonia solani AG-1 IA; (B) Esclerdcios
caracteristicos de R. oryzae-sativae; (C) Esclerocios tipicos de Sclerotium
hydrophilum; (D) Sintomas caracteristicos da queima da folha da braquiaria
associada com R. solani AG-1 IA; e (E) Sintomas da queima e manchas da bainha do
arroz associados com a presencga dos fungos R. solani AG-1 IA, R. oryzae-sativae ou
Sclerotium hydrophilum.
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CAPITULO 3 - ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES SIMPATRICAS DE
Rhizoctonia solani AG 1 IA DA BRAQUIARIA E DO ARROZ NA COLOMBIA

RESUMO - No inicio dos anos 90, o fungo Rhizoctonia solani AG-1 IA emergiu como
um patégeno importante associado a morte de pastagens do género braquiaria na
Colébmbia. Os objetivos desse estudo foram: i) Determinar a diversidade genética e o
sistema reprodutivo predominante de populacdes de R. solani AG-1 IA infectando
Brachiaria spp.; ii) Estimar a magnitude do fluxo génico entre populacbes regionais do
patdgeno na Coldmbia; iii) Comparar os niveis de subdivisdo entre popula¢cdes de R.
solani AG-1 IA de braquiaria e de arroz; e iv) Detectar os padrdes histéricos de
migracdo genética de R. solani entre populacdes Colombianas do patdgeno que
infectam braquiaria e arroz. Para estudar a estrutura genética das populacdes, um total
de 198 isolados de R. solani AG-1 IA foram coletados de campos de B. brizantha cv.
Toledo, de Brachiaria hibrido Mulato e de arroz. Esses isolados foram genotipados
usando dez loci microssatélites. Um sistema reprodutivo misto (que inclui a reproducao
sexuada e a dispersdo de clones adaptados) caracterizou as populagdes de R. solani
AG-1 IA que infectam a braquiaria. A alta fracdo clonal e os desvios do equilibrio de
Hardy-Weinberg encontrados em trés das quatro populacdes foram consistentes com
efeito Wahlund associado a mistura de populacdes. De fato, foram observados
elevados niveis de fluxo génico entre populacdes de braquiaria em contraste com
significativa subdivisdo em relacdo a populacdo de arroz. Padrbes historicos de
migracdo entre populacdes hospedeiro-distintas indicaram a origem provavel das
populacbes atuais que infectam braquiaria na Colémbia, a partir de populacbes que

originalmente infectavam arroz.

Palavras-chave: Fluxo génico, migracdo, origem de patdgenos emergentes nha

Agricultura, sistema reprodutivo
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GENETIC STRUCTURE OF SYMPATRIC POPULATIONS OF Rhizoctonia solani AG
1 1A FROM BRACHIARIA AND RICE IN COLOMBIA

ABSTRACT - In the early '90s, the fungus Rhizoctonia solani has emerged as an
important pathogen associated with the death of Brachiaria pastures in the Colombian
Llanos. Our goals in this study were: i) To determine the genetic diversity and
predominant reproductive system of R. solani AG-1 IA populations infecting Brachiaria
spp.; i) To estimate the magnitude of gene flow between regional populations of the
pathogen; iii) To compare the levels of subdivision between populations of R. solani AG-
1 1A from brachiaria and rice; iv) To estimate the historical patterns of migration of R.
solani between Colombian populations of the pathogen infecting brachiaria and rice. To
study the population genetic structure of the pathogen, a total of 198 isolates of R. solani
AG-1 IA were collected from fields of B. brizantha cv. Toledo, Brachiaria hybrid Mulato
and from rice. These isolates were genotyped using ten microsatellite loci. A mixed
mating system (which includes sexual reproduction and dispersal of adapted clones)
characterized the populations of R. solani AG-1 IA infecting Brachiaria. The high clonal
fraction and deviations from Hardy-Weinberg equilibrium found in three of the four
populations were consistent with Wahlund effect associated with the mixing of
populations. In fact, we observed high levels of gene flow between populations from
brachiaria in contrast with significant subdivision with of rice-infecting population.
Historical patterns of migration between different host-populations indicated that the
likely source of the current populations infecting brachiaria in the Colombian was from

populations that originally infected rice.

Keywords: Gene flow, migration, origins of emerging pathogens in Agriculture,

reproductive mode.
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INTRODUCAO

A emergéncia de populagdes de Rhizoctonia solani AG-1 |IA adaptadas a

braquiaria na Amazénia

No inicio dos anos 90, o fungo R. solani emergiu como um patégeno importante
associado a morte de pastagens do género Brachiaria na América do Sul (CIAT, 1993).
Este fungo emergiu pela primeira vez na Colémbia, em areas onde o cultivo de arroz,
um hospedeiro altamente suscetivel ao fungo, (LEE & RUSH (1983); HASHIBA &
KOBAYASHI (1996), foi substituido pelo cultivo de braquiaria, em resposta a crescente
demanda por pecuaria extensiva. A braquiaria € uma forrageira muito importante na
América Latina tropical, atingindo quase 80 milhdes de hectares de cultivo (VIEIRA,
2010). No Brasil, o fungo foi descrito como um patégeno da braquiaria em 1999, mas sé
recentemente tem sido relatado como um patégeno importante de forrageiras, atacando
especificamente B. brizantha cv. Marandu nos estados do Acre, Maranh&o, norte do
Mato Grosso, Rondodnia, sul do Para e Tocantins, todos na regido Amazobnica
(VERZIGNASSI & FERNANDES, 2001; DUARTE et al., 2007).

De acordo com STUKENBROCK & MCDONALDS (2008), a alta homogeneidade
associada a grande extensdo de alguns agroecossistemas, € condutiva para a
emergéncia, propagacado e dispersdo de fitopatdgenos, resultando em populacbes
enormes do mesmo, bem como na evolucdo de sua viruléncia. De fato, considerando-
se 0s agrossistemas de pastagens no pais, as duas principais espécies de braquiaria
cultivadas no Brasil (B. brizantha e B. decumbens), além de constituirem extensos
monocultivos de poucas variedades, compdem-se de ecotipos apomiticos
(DALL'AGNOL e SCHIFINO-WITTMANN, 2005)*. Isto implica que essas gramineas tém

1 Apomixia é definida como a formacao de sementes sem que ocorra fecundagéo e caracteriza-se como
tipo de reproducao assexuada. Gramineas forrageiras dos géneros Brachiaria, Cenchrus, Panicum,
Paspalum e Poa apresentam apomixia gametofitica, que € a mais amplamente distribuida entre as
plantas cultivadas. Embora tenha sido detectada diversidade genética dentro de espécies apomiticas,

nao ha variabilidade na descendéncia dos apomiticos (Dall'agnol e Schifino-Wittmann, 2005)
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modo reprodutivo  predominantemente assexuado, resultando em grande
homogeneidade nas populagbes das pastagens implantadas. Esta uniformidade
genética exple 0 agroecossistema e seus componentes a enorme pressao de sele¢éo,
aumentando os riscos de emergéncia de novas pragas e/ou doencas que podem
conduzir a eliminacdo de uma variedade suscetivel, como relatado para B. decumbens
na Regido Amazénica (SEIFFERT, 1984).

N&o ha relatos histéricos ou cientificos explicitos indicando que a emergéncia de
R. solani como patégeno de pastagens do género braquiaria no Brasil seguiu fenébmeno
semelhante ao observado na Coldombia, onde emergiu em &reas anteriormente
cultivadas com arroz. Entretanto, é plausivel a hipétese de que também a emergéncia
de R. solani como patdgeno da braquiaria no Brasil seja resultado da expansao do
cultivo de pastagens para areas adjacentes ou antes cultivadas com hospedeiros
suscetiveis ao patdgeno, tais como o arroz, o feijdo-caupi e a soja (FENILLE et al.,
2002; NECHET & HALFELD-VIEIRA, 2006; SOUZA et al., 2007).

Considerando as condi¢des favoraveis para a doenca na regido Amazonica, é
possivel que R. solani associado a morte da braquiaria tenha o potencial para se
adaptar ao agroecossistema local e se tornar uma séria ameaca a producdo de
forragens na Amazonia brasileira, uma vez que as variedades locais de braquiaria sao
suscetiveis ao patdgeno. A sobreposicdo geografica das culturas de braquiaria e de
arroz numa mesma regido, como se observa em Cerrados do Vale do Paraiba em Séo
Paulo, é outro fator importante que poderia levar populagdes locais de R. solani AG-1

do arroz a adaptar-se e emergir como patdogeno da braquiaria.
Queima das folhas e morte da braquiaria: Uma doenca de etiologia complexa

A doenca ocorre em reboleiras e causa queima das folhas e morte das touceiras
de braquiaria (SOUZA et al., 2000; VALERIO et al., 2000; ARGEL et al., 2005). Embora

as perdas nao tenham sido quantificadas com exatiddo, foram relatadas perdas

elevadas pela queima das folhas em braquiaria, tanto no Brasil quanto na Colémbia
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(ARGEL et al.,, 2005; DUARTE et al., 2007). Ainda ndo hé& relato esclarecendo a
etiologia da doenca. De fato, o fungo anamorfico R. solani, cuja telemorfase € o
basidiomiceto Thanatephorus cucumeris, € uma espécie complexa, composta por
diversos grupos de anastomose (AGs) (CARLING, 1996). Segundo BLACK et al.
(1996), braquiéria € hospedeira de dois AGs distintos de R. solani: 0 AG-1 1A e 0 AG-1
IB. Ambos produzem esclerddios em abundancia no tecido doente. Entretanto, o AG-1
IA produz esclerédios maiores, “tipo sasakii” (de 1 a 6 mm de diametro), e que,
geralmente, ndo sédo dispersos pelo ar (YANG et al., 1989; SUMNER, 1996). Em
contraste, o AG-1 IB produz microesclerédios, o que permite ao patdégeno dispersao
aérea (WEBER, 1939; GALINDO et al., 1983).

No primeiro artigo descrevendo a reacdo de espécies de braquiaria a queima da
folha na Colémbia, publicado por KELEMU et al. (1995), os autores provavelmente
utilizaram o AG-1 IA como inoculo, pois o isolado produzia esclerédios grandes,
provavelmente do “tipo sasakii”. No Brasil, os artigos que relatam a ocorréncia da
doenca em pastagens da Amazodnia ndo especificam qual/quais AGs estavam
associados de fato a braquiaria (VERZIGNASSI & FERNANDES, 2001; DUARTE et al.,
2007). Recentemente, GAINO et al. (2010) relataram a associacdo do AG-4 HGI a
braquiaria em Paragominas no Para. Levantamento efetuado por nosso grupo de
pesquisa indicou que apenas R. solani AG-1 |IA estava associado com a queima da

folha e morte da braquiaria nos Llanos Colombianos (Ramos, capitulo 2 desta Tese).

Aspectos da biologia e do potencial evolutivo de Rhizoctonia solani AG-1

R. solani AG-1 IA é considerado patdégeno importante, afetando uma ampla
gama de culturas hospedeiras de importancia mundial (JONES & BELMAR, 1989;
PASCUAL et al., 2000). Na América do Sul o AG-1 IA causa queima da bainha no arroz
(BOLKAN & RIBEIRO, 1985; CEDENO et al., 1996; SOUZA et al., 2007), folha
bandeada e queima da bainha no milho, doengca que aparentemente esta restrita a
Venezuela (CARDONA et al., 1999; PERDOMO et al.,, 2007), queima foliar da soja
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(FENILLE et al., 2002), e mela no feijao caupi (NECHET & HALFELD-VIEIRA, 2006).
Embora o subgrupo AG-1 IA de R. solani esteja associado com uma ampla gama de
hospedeiros, estudos recentes indicam que populagbes simpatricas de isolados que
infectam Poaceas e Fabaceas, representam dois grupos-irméaos filogeneticamente bem
definidos e que, provavelmente, a selecdo para especializacdo a hospedeiros deve ter
conduzido a divergéncia observada entre populacdes (CIAMPI et al., 2005;
BERNARDES DE ASSIS et al., 2008). A ecologia da sobrevivéncia e da dispersédo de R.
solani AG-1 associado as Poaceas tem sido amplamente estudada. No geral, R. solani
AG-1 |A sobrevive como micélio e esclerodios em sementes e no solo, onde ciclos
recorrentes de infeccdo aumentam o inoculo no solo (OGOSHI, 1987), enquanto 0 uso
e compartilhamento de equipamentos entre areas de cultivo distintas forem praticas
comuns, seu papel na dispersao de inoculo entre campos ou cultivos contiguos deve
ser importante. A dispersdo de inoculo associado com plantas invasoras pode ter
também um papel importante na disseminacdo do patdgeno entre cultivos distintos
(BLACK et al., 1996).

Embora a formacao de basididsporos tenha sido observada em campos de arroz
inundado, em varios paises (ONIKI et al., 1986; JONES & BELMAR, 1989; HASHIBA &
KOBAYASHI, 1996; NAITO, 2006), o papel dos esporos sexuais no ciclo da doenca ndo
era totalmente compreendido até recentemente. Assim, em termos de sistema
reprodutivo, considerava-se o paradigma de que o modo reprodutivo do fungo era
hospedeiro-dependente. Dessa forma, R. solani AG-1 IA foi considerado um fungo
assexual nas Poaceas, com micélio e esclerddios como as principais fontes de inoculo
(OGOSHI, 1987; KOBAYASHI et al., 1997), enquanto que nas Fabaceas postulava-se
um sistema reprodutivo sexual, com predominancia de basidiésporos de T. cucumeris
no ciclo da doenca (JONES & BELMAR, 1989; FENILLE et al., 2002). Entretanto,
evidéncias genético-populacionais em populacdes de R. solani AG-1 IA adaptadas a
Poaceas na China, india, América do Sul (Venezuela) e nos EUA (Texas e Louisiana)
desafiaram este paradigma da assexualidade para o patégeno da queima da bainha em

Poaceas. O resultado desses estudos sdo consistentes com um modo reprodutivo
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variando de estritamente recombinante, com predominio de reproducdo sexuada, a um
modo misto, que inclui eventos de recombinacéo seguidos de expanséo clonal durante
a estacdo de cultivo (ROSEWICH et al., 1999; LINDE et al., 2005; BERNARDES DE
ASSIS et al., 2008 e 2009; GONZALEZ-VERA et al., 2010). As evidéncias indicam que
basididsporos constituem parte importante da histéria de vida do fungo que contribuem
para a diversidade genética de populacdes de campo de R. solani AG-1 IA.

Objetivos

Neste trabalho foram abordadas as seguintes questdes: De onde as popula¢ctes
de R. solani AG-1 IA adaptadas a braquiaria se originaram? Qual é a rela¢do entre as
populacdes do patdgeno adaptadas a braquidaria e ao arroz, na Colébmbia? As
populacdes de R. solani AG-1 IA adaptadas a braquiaria e ao arroz sdo geneticamente
diferenciadas? Para responder a estas questbes, foi determinado o nivel de
similaridade genética histérica e contemporénea entre as populacdes do patdégeno
adaptadas a braquiaria, e aquelas adaptadas ao arroz cultivados em simpatria na

mesma regido geografica. De forma mais especifica, objetiva-se:

i. Determinar a diversidade génica e genotipica de populagbes simpéatricas de
Rhizoctonia solani grupo de anastomose 1 IA (AG-1 IA) infectando duas espécies de
braquiaria (Brachiaria brizantha cv. Toledo e Brachiaria hibrido Mulato) de

importancia econdmica no estado de Meta, na Colémbia.

ii. Analisar a estrutura genética de populacdes de R. solani AG-1 IA infectando

Brachiaria spp., buscando evidéncias de recombinacdo sexual.

iii. Comparar o nivel de subdivisdo entre populacées de simpatricas de R. solani AG-1
IA que infectam braquiaria e populacdo do patégeno que tradicionalmente infecta

arroz.
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iv. Detectar os padrbes histéricos de migracao genética de R. solani entre populacdes
Colombianas do patdgeno que infectam braquiaria e arroz, buscando testar hipétese

sobre a origem das populacdes atuais que infectam braquiaria.

Hipoteses

i. Populacbes de R. solani AG-1 IA de braquiaria (Brachiaria brizantha cv. Toledo e

Brachiaria hibrido Mulato) sdo geneticamente iguais.

ii. Populagbes de R. solani AG-1 IA de braquiaria (Brachiaria brizantha cv. Toledo e

Brachiaria hibrido Mulato) sdo sexualmente recombinantes em estrutura.

iii. Populacdes de R. solani AG-1 IA que infectam braquiaria e arroz sdo geneticamente
homogéneas, ou seja, ndo ha diferencas entre as populacdes do patégeno isoladas
dos dois hospedeiros distintos e que essas populacbes ndo sao hospedeiro-

especializados.

iv.As populacbes de R. solani AG-1 IA que atualmente infectam braquiaria se

originaram através de migracao histérica oriunda de populacdes adaptadas ao arroz.

MATERIAL E METODOS

Amostragem e isolamento de populacdes de Rhizoctonia solani AG-1 IA de

braquiaria e do arroz na Colémbia

As amostras populacionais de Rhizoctonia solani AG-1 IA foram coletadas nos
anos de 2010 e 2011, no estado de Meta, no Bioma Amazo6nico do nordeste da
Colébmbia (Figura 1), em duas localidades diferentes, compreendendo um total de 198
isolados do fungo. Duas populacdes simpatricas de R. solani AG-1 IA foram coletadas
no municipio de Puerto Lopéz: a primeira populacéo infectando Brachiaria brizantha cv.

Toledo (BBT1), e a segunda populacéo infectando Brachiaria hibrido Mulato (BHM3).
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Outras trés populagbes simpatricas de R. solani AG-1 |IA foram coletadas no municipio
de Villavicencio: uma populacédo infectando Brachiaria brizantha cv. Toledo (BBT2), a
segunda populacédo infectando Brachiaria hibrido Mulato (BHM4), e uma terceira
populacéo infectando arroz (OS5). Amostras de plantas infectadas, com sintomas de
gueima da folha da braquiaria ou de queima da bainha do arroz, foram coletadas de
seis a oito focos/linha de cultivo (espacados de cerca de 10 m por foco) num total de
cinco linhas por campo. O objetivo foi obter cerca de 30 - 40 isolados por populacéo.
Para isolar o fungo, fragmentos dos materiais infectados foram lavados com
agua, desinfetados com hipoclorito de sodio a 1% por 30 segundos e enxaguados em
agua esterilizada. Posteriormente, os fragmentos de aproximadamente 3 — 4 cm obtidos
de folhas infectadas foram aderidos com fita adesiva ao lado interno da tampa de
placas de Petri contendo meio batata-dextrose-agar (BDA), e incubados a 25°C, no
escuro, durante trés dias, e depois purificados em meio BDA. Os isolamentos foram
realizados no laboratorio de Fitopatologia da “Universidad de los Llanos” — Unillanos. As
populacdes do patdgeno foram geo-referenciadas (Tabela 2). Esclerddios do fungo
produzidos apés dez dias de cultivo em meio BDA foram transferidos para crio-tubos de

1,8 mL contendo silica gel esterilizada e mantidos em refrigerador a 5°C.

Producdo de micélio fungico, extracdo de DNA e identificacdo do grupamento de

anastomose de R. solani

Micélio fungico foi produzido em 30 mL de caldo de batata dextrose (a 18,5 g/L),
por quatro dias, sob agitacdo. Em seguida, o micélio foi liofilizado por cerca de 48 h.
Para a extracdo do DNA fungico foi utilizado o kit Genelute da Sigma-Aldrich Brasil,
seguindo as instrucdes do fabricante. A identificacdo dos isolados foi efetuada usando
dois procedimentos. Primeiramente, utilizou-se uma sequencia de dez marcadores
microssatélites especificos para amplificacao seletiva de R. solani AG-1 IA (ZALA, et al.,
2008). Todos os isolados amplificaram positivamente aos marcadores utilizados. Para

confirmar os resultados obtidos, isolados selecionados ao acaso foram sequenciados
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por amplificacdo seletiva de parte da regido 5.8S do DNA ribossomal do fungo usando

um par de iniciadores especificos para R. solani (MATSUMOTO, 2002).

Genotipagem de isolados de R. solani AG-1 IA

Para responder as questfes apresentadas anteriormente sobre diversidade
génica e genotipica, modo reprodutivo predominante, fluxo génico e nivel de
diferenciacdo genética entre populacbes do patdgeno, os dados foram analisados no
programa GeneMapper 3.7 (ABI). Essa analise de fragmentos através de eletroforese
capilar é uma técnica amplamente empregada na pesquisa genética. A técnica baseia-
se na determinagdo do tamanho de fragmentos amplificados por PCR, utilizando
primers marcados com fluorescéncia, por comparagdo com um marcador de tamanho
conhecido. O uso de diferentes fluorescéncias permite a analise de véarios fragmentos
(locus) ao mesmo tempo. Para a obtencdo dos dados, isolados de R. solani AG-1 IA
foram genotipados usando dez marcadores co-dominantes do tipo microssatélite, SSR,
representando dez loci de polimorfismo conhecido, descritos previamente (ZALA et al.,
2008). Os iniciadores para cada locus foram marcados com fluorescéncia e reacdes da
polimerase em cadeia (PCR) foram realizadas separadamente para cada locus SSR em
volume de 20 uL. Cada reacdo era composta de 5 pL de DNA gendmico (a uma
concentracao final de 5 a 15 ng), 2 pyL de tampéao 10x, 0,4 mM de dNTPs, 0,3 uM de
cada iniciador e 1 unidade de Tag polimerase. Para todos os conjuntos de primers as
amplificacdes incluiram uma desnaturacdo inicial por 2 min a 96°C, seguida por 35
ciclos de desnaturagéo por 30 seg. a 96°C, pareamento por 30 seg. a 56°C e elongacgéo
por 30 seg. a 72°C, além de uma extensdo final de 5 min a 72°C. Os produtos de PCR
amplificados foram separados em sequenciador ABI 3700 usando GeneScan 500 Liz
como marcador de tamanho (ambos fornecidos pela ABI - Applied Biosystems), de

acordo com as instrucdes do fabricante.
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Andlise da estrutura genético-populacional contemporanea

Em todas as andlises, assumiu-se R. solani AG-1 IA como um heterocéario ou um
dipldide funcional. Todos os dados gerados foram consistentes com essa suposicao.
Devido a complexidade envolvendo a definicdo de popula¢do em fungos, considerou-se
como uma populacdo um grupo de individuos coletados de uma mesma localidade,
numa mesma época, como definido para populacdes de fungos (ANDERSON & KOHN,
1995).

Diversidade genotipica

O gendtipo multiloci SSR para cada isolado do patdégeno foi determinado usando
o0 programa GenoType (MEIRMANS & VAN TIENDEREN, 2004). Isolados exibindo o
mesmo gendtipo multiloci SSR foram considerados membros da mesma linhagem
clonal. Vérios indices de diversidade genotipica foram determinados: (a) nUmero de
gendtipos por populacdo; (b) gendtipos populagéo-especificos; (c) a fragédo clonal, ou
porcentagem de isolados originados por reproducdo assexuada, calculada por 1-
(nimero de gendtipos distintos)/(nimero total de isolados) (ZHAN et al., 2003). Essas
medidas foram calculadas pelo programa GenoDive (MEIRMANS & VAN TIENDEREN,
2004). Testou-se a significancia estatistica das diferencas em diversidade genotipica
entre pares de populagbes usando bootstrap (re-amostragem com substituigdo), onde
individuos de cada populacdo foram re-amostrados e os indices de diversidade foram
recalculados e comparados apds cada rodada (MANLY, 1991), em 1.000 permutacdes,
com sub-amostragens para equiparar ao tamanho da menor populagédo (GRUNWALD et
al., 2003).

Diversidade génica e riqgueza alélica

Para estas analises, foram utilizados os dados corrigidos para clones, nos quais

foram incluidos apenas um individuo de cada gendtipo multiloci microssatélite por
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populacéo. A diversidade génica de Nei (Hg) foi estimada como n/(n-1)*(1-Ypi), onde n
é o tamanho da amostra e pi é a frequéncia observada do alelo i° (NEI, 1978; NEI,
1987).

A riqueza alélica foi estimada para cada populagédo de R. solani AG-1 IA, como o
namero médio de alelos por lécus (EL MOUSADIK & PETIT, 1996) por rarefacéo,
abordagem que utiliza a frequéncia de alelos em um I6cus particular, para estimar o
namero de alelos que poderiam ocorrer nesse lécus, em amostras menores de
individuos, padronizando a medida pela populagdo de menor tamanho e definido apos a
eliminacéo dos clones, mantendo apenas os genotipos unicos (correcao de clones).

Para testar se grupos de populag@es diferiam quanto a diversidade génica e a
riqgueza alélica, foi utilizado o programa FSTAT versdo 2.9.3.2 (GOUDET, 1995).
Valores de P para significancia de comparacdes de pares de meédia foram obtidos por

1.000 permutacdes.

Diferenciacdo genética entre popula¢cdes do patdégeno

O grau de subdivisdo populacional e a distribuicdo de diversidade génica entre
populacdes regionais simpatricas de R. solani AG-1 |IA adaptadas a braquiaria e ao
arroz foi avaliado usando contraste baseado em andlise hierarquica de variancia
molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992; WEIR, 1996). Uma série de contrastes
hierarquicos foram testadas, definindo-se dois grupos de populacdes: (a) Popula¢gdes
simpatricas regionais de R. solani AG-1 IA adaptadas a braquiaria na Colémbia; (b)
Populacéo simpatrica de R. solani AG-1 IA adaptadas ao arroz. A AMOVA foi conduzida
subdividindo os componentes de variancia em: entre grupos de populacdes hospedeiro-
distintas; entre populacdes dentro de grupos, dentro de populacbes e dentro de
individuos. A significancia dos indices de fixacdo (estatistica ®st, analoga a estatistica
Fst de Wright, baseada no nimero de alelos diferentes para l6cus microssatélites), foi
testada através de uma abordagem néo parameétrica (EXCOFFIER et al., 1992), com
1.000 permutagbes usando o programa ARLEQUIN versdo 3.11 (EXCOFFIER et al.,

39



2005). Com o objetivo de quantificar a diferenciacdo entre populacdes hospedeiras e
regionais simpéatricas de R. solani AG-1 IA da braquiaria e do arroz, foram calculados
indices de fixacdo (Fst) par-a-par. A distribuicdo nula da estatistica Fst para pares de
populacdes, sob a hipdtese de ndo-diferenciacdo entre elas, foi obtida permutando
haplotipos entre as populagfes do par, usando ARLEQUIN verséo 3.11. A diferenciacéo
genética entre pares de populagdes foi considerada significativa quando a probabilidade

(P) foi inferior a 5 % ao nivel nominal.

Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e de desequilibrio gamético

Visando acessar a contribuicdo relativa da recombinagdo para a estrutura
genética das populagdes de R. solani AG-1 IA, foram investigadas associagdes dentro e
entre os loci através dos testes de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e associacdes
multiloci, respectivamente. O teste de EHW, examina a associacao aleatéria de alelos
dentro de cada l6cus testando o ajuste das frequéncias esperadas sob EHW (HARTL &
CLARK, 1997) para cada populacdo. Foi empregado um teste analogo ao teste exato
de Fisher (GUO & THOMPSON, 1992). Valores de P foram obtidos usando o método de
cadeias Markov Monte Carlo (MCMC), gerando uma distribuicdo exata de probabilidade
ndo enviesada por alelos raros ou tamanho amostral reduzido, implementado em
ARLEQUIN versao 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005). Para cada populacao, calculou-se o
coeficiente de endogamia (Fis) médio entre todos os loci (WEIR & COCKERMAN,
1984), para verificar se houve déficit ou excesso significativo de heterozigotos (em
relacéo as expectativas no EHW), baseado em 1.000 permutacdes e implementado em
ARLEQUIN 3.11. Dentro de cada populacéo, para loci que desviaram significativamente
do EHW, determinou-se se a causa provavel dos desvios estava associada com o
excesso de homozigotos devido a presenca de alelos nulos. A frequéncia de alelos
nulos por locus foi determinada utilizando-se o software CERVUS versdo 3.0.3
(MARSHALL et al., 1998). As associacbes entre loci foram examinadas usando dois
testes de desequilibrio gamético: (a) A proporcado de pares de loci em desequilibrio
gamético, determinada pelo teste exato de Fisher (GARNIER-GERE & DILLMANN,
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1992), baseado em algoritmo MCMC, com 1.000 aleatoriza¢gfes, usando o programa
GENEPOP versao 3.4 (RAYMOND & ROUSSET, 1995). Dois loci foram considerados
em desequilibrio gamético, ou desequilibrio de ligacdo, quando valores de P foram
iguais ou inferiores a 0,05 apds ajuste de Bonferroni para mdultiplas comparacdes
(BONFERRONI, 1935). (b) O indice de associacdo multiloci (rp) para cada populacao
(MAYNARD SMITH et al., 1993), uma medida tradicional de desequilibrio de ligagédo
multiloci corrigida pelo numero total de loci. As medidas de rp foram testadas para
significancia com 1.000 aleatoriza¢des usando-se o programa MULTILOCUS verséo 1.3
(AGAPOW & BURT, 2001). Testou-se a hipotese nula de completa panmixia, ou seja,

de nenhuma ligacéo entre pares de loci, dentro de cada populacao.

Teste para mistura populacional ou estrutura oculta de popula¢des

Desvios do EHW e desequilibrio gamético observados em algumas populacdes
de R. solani AG-1 IA poderiam ser causados pelo efeito Wahlund, por exemplo, quando
h& mistura de gendtipos nas populacdes. Para determinar se algum individuo na
amostra representa um imigrante em relacdo a sua populacéo geografica de referéncia,
foi utilizado o programa STRUCTURE v.2.2 (PRITCHARD et al., 2000). Foram
realizadas dez corridas com um periodo de aquecimento de 10.000 geracbes e
simulacdes de MCMC de 100.000 interacdes a cada corrida. Os parametros foram
fixados usando cinco grupos (K =5 populagdes), um modelo com mistura, e valores de

Fst previamente calculados com ARLEQUIN 3.11.

Migracdao historica

Para as estimativas das taxas de migracdo histérica entre as populacdes de
R. solani, foi empregado o método da maxima verossimilhanga, baseado na teoria
coalescente, como proposto por BEERLI & FELSENSTEIN (2001). Este método permite
estimar o tamanho efetivo das populacdes ou teta (6), que para dipldides é igual a

4Nep, onde Ne = tamanho efetivo da populacéo e p = taxa de mutacao de cada loco,
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além das taxas de migracdo histérica assimétrica (M = 4Nm, onde Nm é o numero de
migrantes por geracdo) entre pares de populacdes, podendo indicar a provavel rota
migratéria do patdogeno na Coldmbia. A migracdo histérica entre populagbes foi
estimada com MIGRATE versédo 3.0.3 (BEERLI & FELSENSTEIN, 2001). Testes de
razdo entre verossimilhancas (TRV) foram usados para se testar a hipétese de M
simétricos. O TRV implementado em MIGRATE compara a maxima verossimilhanca
das estimativas da taxa de migracdo M com a verossimilhanca quando se restringe M
ao mesmo valor da média das estimativas para o par de popula¢des. Se P < 0,05 para
um TRV particular, rejeita-se a hipotese Hp e aceita-se a hipotese alternativa de que os

valores ndo sao iguais (i.e., assimétricos).

RESULTADOS

Diversidade genética e genotipica

Setenta e sete gendtipos multiloci distintos foram encontrados entre os 198
isolados analisados (Tabela 3). Embora a maioria dos gendtipos multiloci tenha sido
principalmente sitio-especificos (58 em 77), 19 foram compartilhados entre campos de
braquiaria ou de arroz. O gendtipo 9 foi compartilhado apenas entre populacfes de B.
brizantha cv. Toledo, assim como 0s genoétipos 26, 29 e 34 foram unicamente
compartilhados entre as populagbes de Brachiaria hibrido Mulato. Os gendtipos 4 e 16
estiveram presentes nas duas populagbes distintas de braquiaria, e somente 0s
genotipos 13 e 35 foram compartilhados por populacdes de braquiaria e de arroz
(Anexo 1). O numero efetivo de gendtipos, uma medida da diversidade genotipica, foi
maior nas populacbes de Brachiaria hibrido Mulato, popula¢cdes BHM3 e BHM4, que
apresentaram diversidade genotipica Go = 9,52 e 12,45, respectivamente, cujos valores
foram significativamente diferentes aos das demais populacdes. A fracao clonal variou
de 0,51, na populacdo de Brachiaria hibrido Mulato (BHM4) a 0,76 na populacado de B.
brizantha cv. Toledo (BBT1). Ja a equitatividade variou de 0,21, na populagcdo OS5, a

0,62 na populacdo BHM4. No geral, encontrou-se gendtipos distribuidos em proporcées
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desuniformes na populacéo de arroz, enquanto que uma distribuicdo mais equitativa de
genotipos foi detectada nas populacdes de Brachiaria hibrido Mulato. A
heterozigosidade esperada , Hg, diversidade genética de Nei, variou de 0,44 a 0,55
entre populacdes. Todas as populagbes oriundas de braquiaria apresentaram
significativamente as maiores Hg, enquanto a populacdo de arroz teve a menor
heterozigosidade. A riqueza alélica média das cinco populacdes em conjunto foi de
3,21. Nao houve diferenca significativa na riqueza alélica de todas as populacbes
originadas da braquiaria. Entretanto, as populagcdes BHM3 e BHM4 apresentaram maior

riqueza alélica que a populacdo OS5 obtida de arroz (RA = 2,72).

Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e desequilibrio gamético

Dos dez marcadores moleculares microssatélites utilizados nesse estudo, oito
foram considerados polimaorficos, e trés a seis loci estavam em EHW nas populacdes de
R. solani AG-1 IA de braquiaria e de arroz (Tabela 4). Os desvios significativos
observados do EHW por I6cus, especialmente nas popula¢cées BBT1, BHM3 e BHM4,
foi baseado, principalmente, em excesso de homozigotos, provavelmente devido a
presenca de alelos nulos (Tabela 5). Entretanto, ndo se detectou endogamia em
quaisquer das populacdes, uma vez que os coeficientes Fis médios por populacdo nao
foram significativamente diferentes de zero (Tabela 4). Ja a proporcao de pares de loci
em desequilibrio gamético variou de 0,04 (BBT1) a 0,50 (BHM3) (Tabela 4).

Diferenciacdo genética entre populacdes hospedeiro-especificas e entre

populacdes de R. solani AG-1 IA da braquiéria

Observou-se um indice de fixacdo (Fct grachiaria vs. arroz) Igual a 0,11 (P < 0,05),
indicando um nivel relativamente baixo de diferenciacdo entre os dois grupos de
populacdes hospedeiro-distintas de R. solani AG-1 IA da braquiaria e do arroz. Por sua

vez, a comparagdo entre pares de populacdes indicou ndo haver diferencas entre as
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quatro populacdes de R. solani AG-1 IA da braquiaria, enquanto que todas foram

distintas da populacéo simpéatrica de arroz (Tabela 6).

Teste para mistura populacional ou estrutura oculta de populacdes

No geral, 40% de mistura foi detectada nas popula¢des simpatricas de R. solani
AG-1 IA da braquiaria, correspondendo a 25 genétipos que poderiam ter sido atribuido
a mais de uma populacdo ou a uma populacdo distinta de sua populacdo referéncia
(Figura 3). A gquantidade de mistura variou entre 30, populagdo BHM4, e 56%,
populacdo BBT1. Nenhum gendtipo foi encontrado em mistura na populacdo de R.
solani AG-1 IA que infecta o arroz. Entretanto, a populacdo BBT1 apresentou dois
genotipos em mistura, atribuido a populacéo do arroz, e a populacdo BHM3 apresentou

um.

Migracéo historica

O parametro populacional teta (8), foi usado como uma medida relativa de
tamanho efetivo das populagbes. A estimativa do tamanho populacional da populacéo
de R. solani AG-1 IA que infecta a braquiaria foi significativamente maior que a da
populagdo simpétrica que infecta o arroz, Ograchiaria = 0,99 (IC95% = 0,90 a 1,09) € Baroz
= 0,66 (IC95% = 0,55 a 0,78) (Figura 4). Observou-se alta assimetria nas taxas de
migracao histérica entre populacdes de hospedeiros distintos. A taxa de migracdo da
populacdo de R. solani AG-1 IA que infecta o arroz em direcdo a populacdo da
braquiaria (4ANMaroz—srachiaria = 1,77) foi significativamente maior, teste de razdo entre as
verossimilhancas significativo (P £ 0,001) para assimetria das estimativas de migragéo
entre o par de populagdes, do que a migracdo na direcdo oposta (4NMgachiariaArroz =
0,93) (Figura 4).
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DISCUSSAO

Este estudo representa a primeira analise detalhada de genética de populacdes
do patdégeno da queima da folha e morte da braquiaria na Coldmbia. A amostragem de
populacdes foi efetuada no estado do Meta, na Colémbia, regido onde se constatou um
grande numero de focos da doenca, especialmente onde se encontram as maiores
areas dedicadas a pastagem de gado de corte. Foram testadas as hipoteses de que
populacbes geograficas de R. solani AG-1 IA da braquidria e de arroz sao
geneticamente homogéneas, portanto ndo-subdivididas ou diferenciadas (Tabela 6).

Enquanto detectou-se fluxo génico entre todas as populacdes de R. solani AG-1
IA da braquiaria (Tabela 6), todas estas populagbes diferenciaram-se da populacdo
obtida de arroz. O nimero baixo de genoétipos em mistura compartilhado entre as
populacdes hospedeiro distintas, trés em 77, forneceu evidéncia extra de dispersao
limitada do patdégeno entre hospedeiros, sustentando a hipotese alternativa de fluxo
génico restrito entre estas populagdes. Isolamento geografico ndo parece ser a causa
mais provavel dessa diferenciacdo genética, uma vez que a distancia entre 0s pontos
de amostragem néo foi superior a 120 km.

Entretanto, muito embora estas populacdes hospedeiro-especificas
apresentaram subdivisdo, esta subdivisdo genética foi intermediaria, indicando a
probabilidade de que, historicamente, as populacbes de braquiaria e de arroz
compartilharam migrantes ou que tiveram um ancestral de origem comum. De fato, ha
evidéncia para migracao historica assimétrica entre as populacdes simpéatricas de R.
solani AG-1 IA do arroz e da braquiaria, sugerindo troca histérica de migrantes e
emergéncia de subdivisdo apenas recentemente. Comparando-se a troca de migrantes
entre populagdes, a populagéo simpatrica de R. solani AG-1 1A do arroz contribuiu duas
vezes mais migrantes para a populacdo da braquiéria.

Dessa forma, € provavel que a populacdo da braquiaria é derivada de uma
populacao de R. solani AG-1 IA que infecta o0 arroz. O mecanismo mais provavel para a

emergéncia da queima da folha da braquiaria é via troca de hospedeiro
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(STUKENBROCK & MCDONALD, 2008). Adaptacdo ecoldgica incipiente, que da
populacdo adaptada ao arroz ou da populacdo adaptada a braquiaria pode explicar os
niveis contemporaneos de divergéncia genética observados ainda relativamente baixos
(HUYSE et al., 2005; KOHN, 2005). Embora ndo haja informacdo sobre a resposta
diferencial de arroz e braquiaria as populacdes de R. solani AG-1 IA, é plausivel que as
populacbes do patdogeno adaptadas a braquiaria apresentem algum nivel de
especializacdo. Fendmeno semelhante de emergéncia de populacdes hospedeiro-
especificas de R. solani AG-1 |IA que infectam o milho e o arroz foi detectado na
Venezuela. As populacbes de milho, consideradas mais recentes, embora
apresentassem subdivisdo genética em relacdo as populacdes de arroz (onde a
estatistica Rst, analoga a estatistica Fsr de Wright, foi Rst = 0,13 a 0,17),
historicamente compartilharam cerca de dois migrantes por geragao, e postulou-se sua
origem de populacdes originalmente do arroz na mesma regido, via troca de hospedeiro
(GONZALEZ-VERA et al., 2010).

Até que este estudo fosse desenvolvido, ndo havia qualquer informacéo sobre o
sistema reprodutivo predominante de R. solani AG-1 IA em braquiaria. Mundialmente,
evidéncias baseadas em genética de popula¢des do fungo R. solani AG-1 IA infectando
arroz, milho ou soja indicaram a ocorréncia de reproducdo sexual e uma estrutura
populacional mista, que inclui tanto a reproducdo sexual como a disperséo local de
clones, ou essencialmente recombinante (ROSEWICH et al., 1999; LINDE et al., 2005;
CIAMPI et al., 2008; BERNARDES DE ASSIS et al., 2009; GONZALEZ-VERA et al.,
2010). Os progndsticos para um organismo sexualmente recombinante sdo: elevada
diversidade genotipica, reduzida clonalidade, marcadores moleculares neutros
seguindo as proporcdes esperadas de EHW e equilibrio gamético (MILGROOM, 1996;
MCDONALD & LINDE, 2002).

A maioria das populacdes apresenta uma fracao clonal elevada, com 37,5 a 75%
dos marcadores, apresentando proporcdes esperadas em EHW. A maior fracdo clonal
observada foi de 73 % na populacdo BBT1 (Tabela 4). Desvios significativos do EHW

para a maioria dos loci foram detectados nas popula¢cées BBT1, BMH3 e BHM4 de R.
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solani AG-1 IA da braquiaria (Tabela 4). As popula¢cdes BHM3 e BHM4 apresentaram o
maior niumero de pares de loci em desequilibrio gamético.

De forma geral, poder-se-ia se afirmar que a estrutura genética de trés das
quatro populagcbes de R. solani AG-1 IA infectando braquiaria na Colémbia seria
essencialmente clonal, talvez representando clones bem sucedidos para infectar
braquiaria ou combinacbes de genes favoraveis originados por reproducdo sexuada
(XU, 2005). Entretanto, uma estrutura populacional muito diferente foi observada para a
populacdo BBT2, que apresentou a maioria dos loci em EHW e baixo desequilibrio
gameético. Estes sado indicios de recombinacdo e, provavelmente, de um sistema
reprodutivo recombinante na populacédo do patégeno.

Buscou-se, entdo, investigar as causas para os desvios de EHW e desequilibrio
gamético detectado em trés das quatro populacbes do patdbgeno associado a
braquiaria. Uma primeira causa plausivel para o desequilibrio observado seria a
ocorréncia de endogamia (acasalamento preferencial) (HARTL & CLARK, 1997;
TAYLOR et al., 1999). Entretanto, ndo se detectou endogamia nestas populacdes, cujos
coeficientes de endogamia F;s foram nao significativos. Uma segunda explicacdo para
os desequilibrios observados pode ser atribuida as consequéncias do efeito Wahlund
resultante da mistura entre populacées (HARTL & CLARK, 1997; PRITCHARD et al.,
2000), uma vez que as populacdes de R. solani AG-1 IA de braquiaria na Coldmbia
exibiram um amplo fluxo génico. De fato, a hipbtese simples de mistura entre
popula¢cdes ndo pode ser rejeitada para nenhuma das populacdes (Figura 3).

Conclui-se assim, que o sinal de assexualidade ou de sistema reprodutivo clonal
esta associado com aspectos demograficos que moldaram as populacdes do patégeno,
especialmente a mistura entre populacdes sob elevado fluxo génico. Assim, sugere-se
gue um sistema reprodutivo misto para o patdgeno, incluindo a reproducado sexuada e a
dispersao de clones adaptados, caracterizou as populacbes de R. solani AG-1 IA que

infectam a braquiaria.
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CONCLUSOES

As populacbes de R. solani AG-1 IA infectando a braquiaria na Colémbia s&o
geneticamente homogéneas e ndo subdivididas. Nem as distancias geograficas, nem
os diferentes cultivares parecem desempenhar um papel significativo na subdivisdo
populacional entre populacdes de R. solani AG-1 IA infectando braquiéaria.

Adaptacdes especificas para o arroz e/ou braquiaria podem ter diminuido o fluxo
de genes entre as populacdes dos dois hospedeiros distintos.

A populacdo de R. solani AG-1 IA, adaptada a braquiaria, possivelmente teve
origem, via troca de hospedeiro, de populacdes simpatricas do patégeno originalmente
adaptadas ao arroz.

A maioria das populacdes de R. solani AG-1 IA adaptadas a braquiaria tem um

sistema reprodutivo misto.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 2. PopulagBes simpatricas de Rhizoctonia solani AG-1 |IA de braquiéria e de arroz amostradas em Meta, Coldmbia,

usadas nesse estudo.

Municipio Distrito Isolados Populagdo  Coordenadas geograficas Hospedeiro A(:rc])?e?:
Puerto Lopéz Puerto Lopéz 38 BBT1 4°07'13,40 N 72°49'52,99 W Brachiaria brizantha cv. Toledo 2010
La bonga 40 BHM3  4°13'35,45 N 72°28'58,36 W Brachiaria Hibrido Mulato 2010

Villavicencio  El alcaravan 42 BBT2  4°05'12,14 N 73°19'06,21W Brachiaria brizantha cv. Toledo 2011
La libertad 41 BHM4  4°03'25,17 N 73°27'45,38 W Brachiaria Hibrido Mulato 2010

Pompeya 37 0S5 4°02'26,64 N 73°21'15,76 W Arroz variedade Thailandia 2011

&N = Tamanho amostral (nimero de isolados) de cada populagdo
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Tabela 3. Medidas de diversidade genotipica e génica em populacdes simpatricas de Rhizoctonia solani AG-1 IA da

braquiéria e do arroz no Estado de Meta na Coloémbia.

Genotipos sitio- ) ) o Diversidade  Riqueza
Tamanho Numero de ) Diversidade Fracdo Equitatividade ) )
Populacéo » especificos e » b be génica alélica
amostral (N)  gendtipos . a genotipica (Go) clonal de of
compartilhados (He) (RA)
BBT1 38 9 7(2) 3,72 bc 0,76 041 b 054a 3,00 ab
BBT2 42 15 12(3) 551 b 0,64 0,37 b 052a 3,18 ab
BHM3 40 18 12(6) 952a 0,55 0,53 a 055a 347 a
BHM4 41 20 14(6) 12,45 a 0,51 0,62 a 055a 368a
0S5 37 15 13(2) 322 ¢ 0,59 021 ¢ 0,44 b 272 b
Total 198 7 58(19) 0,61 3,21

# Numero de gendtipos compartilhados com outras populagdes séo exibidos entre parénteses.

P Medias seguida da mesma letra ndo s&o significativamente diferentes (P > 0,05), segundo teste de bootstrap entre pares de
populagbes, para diferencas em indices de diversidade clonal, com 1000 permutacdes, usando sub-amostragens para
equiparar ao tamanho da menor populagéo.

¢ Um valor de equitatividade igual a 1,0 indica que todos os genétipos tiveram frequéncias idénticas na populagao.

4 He = diversidade génica de Nei (ou heterozigosidade), calculada como média entre todos os loci e corrigida pelo tamanho
amostral (NEI, 1978)

¢ As comparacgdes entre médias da diversidade génica de Nei e da riqueza alélica foram efetuadas utilizando-se o programa
FSTAT versédo 2.9.3.2. (GOUDET, 1995) baseado em 1.000 permutagfes; médias seguidas da mesma letra ndo séo
significativamente diferentes (P = 0,05).

fCalculado de acordo com EL MOUSADIK & PETIT (1996).

58



Tabela 4. Testes para associagdo aleatéria de alelos dentro de cada I6cus e entre pares de loci em populagées de

Rhizoctonia solani AG-1 IA da braquiéria e do arroz na Colémbia.

2N . , .
L Numero de 5 NUmero e propor¢éo de
Populagéo corrigido  iom EHW > Fis popgl@gal? Valor de P (% Valor de P pares de loci em
para . especifico para Fis para rp I o d
desequilibrio gamético
clones
BBT1 18 4em8 0,07 0,29 0,36 0,001 1/28 0,04
0,11
BBT2 30 6em 8 -0,02 0,56 0,33 0,001 3/28
BHM3 36 3em38 -0,12 0,89 0,43 0,001 13/28 0,46
BHMA4 40 4em8 -0,08 0,86 0,31 0,001 14/28 0,50
0S5 30 5em 8 0,09 0,20 0,09 0,001 3/28 011
Total 154

@ Teste analogo ao teste exato de Fisher (GUO & THOMPSON, 1992). Valores de P obtidos usando o método de cadeias
Markov Monte Carlo (MCMC), gerando uma distribuicdo exata de probabilidade ndo enviesada por alelos raros ou tamanho
amostral reduzido, implementado em ARLEQUIN verséo 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005), a P < 0,05, ap6s ajuste de Bonferroni
para multiplas comparacdes (BONFERRONI, 1935);

® indice de endogamia (Fis) e respectivo valor de P determinados usando-se o programa ARLEQUIN vers&o 3.11.

¢ rp € um indice de desequilibrio multiloci. Valores de significAncia determinados pelo programa MULTILOCUS versdo 1.3
(AGAPOW & BURT, 2001), testando-se a hipdtese nula de completa panmixia (ou seja, de nenhuma ligacao entre pares de
loci), com base em 1.000 aleatorizacdes.

4 Teste exato de Fisher (GARNIER-GERE & DILLMANN, 1992), usando o programa GENEPOP versdo 3.4 (RAYMOND &
ROUSSET, 1995), a P < 0,05, apds ajuste de BONFERRONI (1935) para multiplas comparagges.
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Tabela 5. Numero de alelos, diversidade de genes (heterozigosidade observada e

esperada), desvio das proporcbes do EHW e frequéncia de alelos nulos

associados a oito marcadores poliformicos microssatélites presentes para

genotipagem de popula¢des simpatricas de Rhizoctonia solani AG-1 IA da

braquiaria e do arroz no estado de Meta, na Colombia.

i . Nimero de Diversidade génica Desvio das  Razéo parao Frequéncia
Populagéo Marcadores 2N alelos por locus proporcoes desvio 90 de aIeIoes
Ho- oo do EHW EHW nulos
BBT1 TCO1 20 4 0,556 0,464 NS -0,160
TCO02 20 3 0,222 0,627 NS 0,501
TCO3 20 4 0,778 0,660 NS -0,137
TCO5 20 5 0,778 0,719 NS -0,081
TCO06 20 3 0,333 0,660 Hom-ex 0,236
TCO7 20 4 0,500 0,666 Hom-ex 0,143
TC11 20 5 0,000 0,784 Hom-ex 1,000
TC12 20 4 1,000 0,738 Het-ex -0,202
BBT2 TCO1 30 4 0,667 0,526 NS 0,174
TCO2 30 4 0,400 0,641 NS 0,242
TCO3 28 4 0,643 0,704 NS 0,025
TCO5 28 5 0,857 0,735 NS 0,111
TCO06 30 3 0,200 0,559 " Hom-ex 0,501
TCO7 30 4 0,933 0,697 NS -0,175
TC11 30 5 0,267 0,694 Hom-ex 0,456
TC12 30 3 0,867 0,687 NS -0,138
BHM3 TCO1 36 4 0,611 0,492 -0,159
TCO2 36 4 0,389 0,649 ” Hom-ex 0,252
TCO3 36 4 0,889 0,689 Het-ex 0,162
TCO5 36 5 0,944 0,727 NS -0,177
TCO06 36 3 0,556 0,679 Hom-ex 0,079
TCO7 36 5 0,833 0,778 NS -0,047
TC11 36 7 0,278 0,846 Hom-ex 0,497
TC12 36 3 1,000 0,646 " Het-ex -0,251
BHM4 TCo1 40 5 0,500 0,432 NS -0,126
TCO2 40 4 0,650 0,706 ’ Hom-ex 0,024
TCO3 40 5 0,850 0,755 Het-ex -0,075
TCO5 40 5 0,850 0,732 NS -0,107
TCO6 40 4 0,550 0,712 Hom-ex 0,116
TCO7 40 5 0,900 0,753 NS -0,105
TC11 40 7 0,250 0,786 Hom-ex 0,508
TC12 40 3 0,800 0,629 NS -0,146
0S5 TCo1 30 2 0,267 0,239 NS -0,067
TCO2 30 3 0,733 0,559 NS -0,168
TCO3 28 3 0,714 0,622 NS -0,097
TCO5 30 4 0,667 0,729 NS 0,042
TCO6 30 3 0,200 0,508 Hom-ex 0,444
TCO7 30 4 0,667 0,738 NS 0,028
TC11 26 3 0,077 0,335 Hom-ex 0,614
TC12 30 4 0,467 0,697 Hom-ex 0,205

@ 2N ¢ o tamanho da amostra de alelos corrigida para clones, para este fungo dicariético.
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®He = n/(n-l)*(l-zipiz), onde n é o tamanho da amostra e pi é a frequéncia observada do alelo i°.

¢ Os desvios das proporcées do EHW foram determinados usando teste analogo ao teste exato de Fisher
(Guo e Thompson, 1992) implementado no programa ARLEQUIN versdo 3.11 (EXCOFFIER et al.,
2005), a P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P < 0,001 (***) e "° = n&o significativo, apds ajuste de Bonferroni
para multiplas comparag6es (BONFERRONI, 1935);

4 Hom-ex indica loci desviando do equilibrio de Hardy—Weinberg devido ao excesso de homozigoto e Het-
ex ao excesso de heterozigotos.

¢ As frequéncias de alelos nulos para cada locus foram determinadas usando o programa Cervus versio
3.0.3 (MARSHALL et al., 1998).
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Tabela 6.

Medidas de diferenciacéo entre populacdes de Rhizoctonia solani AG-1 IA da

braquiaria e do arroz na Colémbia, baseadas em Fst®.

BBT1 BBT2 BHM3 BHM4
BBT1 -
BBT2 -0,009 "™ -
BHM3 -0,003 "™ 0,021 "™ -
BHM4 0,007 ™ 0,014 ™ -0,004 " -
0S5 0,083 * 0,139 *** 0,073 ** 0,081 ***

Indice de fixa¢ao (Fcr srachiaria vs. aroz) = 0,11 (P < 0,05),
2 Distancias medidas com base no nimero de alelos diferentes entre dois haplétipos.

Significancia dos valores

foi testada wusando abordagem

nao-paramétrica

(EXCOFFIER et al., 1992), com base em 1.000 permutacoes.
*=pP <0,05), * =P <0,01, ** =P < 0,001 e ns = ndo significativos.
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Figura 3. Coeficientes de filiacdo Q para gendtipos multiloci microssatélites de
Rhizoctonia solani AG-1 IA amostrados de campos da braquiaria em Meta,

na Colémbia.

Grupos de individuos baseados em populacbes definidas a priori sdo representados por
diferentes cores. Cada barra vertical representa um gendétipo multiloci. Cada cor representa
0 grupo ancestral mais provavel do qual o genétipo foi derivado. Grupos com individuos com
multiplas cores tém gendtipos misturados com relagéo a populagdo previamente definida. A
dimensédo da barra indica o coeficiente de filiacdo (Q) para com as populacdes de cores
distintas. Mistura estatisticamente significativa para um genétipo multiloci individual é

marcada com um asterisco no topo do individuo a P < 0,01 (**) e P £ 0,001 (***).
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Figura 4. Estimativas de parametros demograficos da divergéncia entre populactes
simpatricas de Rhizoctonia solani AG-1 IA que infectam arroz e braquiaria na
Colombia

Valores de (8) representam uma medida do tamanho efetivo da populacdo, para
dipléides 6 = 4Nepu, onde Ne = tamanho efetivo da populagéo e taxa de p = mutacdo
para cada locus. A taxa de migracdo M entre populacbes hospedeiras foi estimada
usando um modelo de isolamento com migracdo implementado em MIGRATE v.3.0.3.
Modelo de migragdo com a maxima verossimilhanga [Ln(L) = 142,46] entre 10
replicacdes independentes. Todos os valores de Q e M sao significativamente diferentes
de zero, baseando-se em testes de raz8o de verossimilhancas (TRV). Taxas de
migracao seguidas por letras distintas séo significativamente diferentes, baseando-se
em TRV (original P < 0,05, reduzido para P < 0,01 apés ajuste de Bonferroni para
multiplas comparacdes). Estimativas dos parametros estdo com intervalo de confianca
(I.C) a 95% indicados por barras verticais para Q ou horizontais para M.
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CAPITULO 4 - POTENCIAL ADAPTATIVO DE Rhizoctonia solani AG-1 IA E
R. oryzae-sativae DA BRAQUIARIA E DO ARROZ AO ESTRESSE TERMICO?

RESUMO - Muitos fitopatdgenos que apresentam uma ampla distribuicdo geogréfica,
tais como Rhizoctonia solani AG-1 IA, estdo mais predispostos a experimentar estresse
devido a mudancas ambientais extremas. O objetivo desse estudo foi determinar o
efeito do estresse térmico na evolutibilidade, i.e., medidas de resposta a selecao, para
crescimento micelial de populacdes hospedeiro-distintas de Rhizoctonia solani AG-1 IA
infectando braquiaria (BBT1) ou arroz (0OS2), e uma populacdo de R. oryzae-sativae do
arroz (0S3). As populacdes foram submetidas a temperatura 6tima e de estresse, 25°C
e 35°C respectivamente. Baseando-se em medidas do crescimento micelial, estimou-se
os coeficientes de variancia genotipica (lg), variancia ambiental (Ig) e herdabilidade no
sentido amplo (h?). A populacdes de R. solani AG-1 IA da braquiéria apresentara pouca
diminuicdo do crescimento micelial quando submetidas a temperatura de 35°C, e um
aumento no crescimento micelial foi observado na populacdo de R. oryzae-sativae do
arroz, contrario ao observado para a populacdo de R. solani AG-1 IA do arroz. Os
valores da variancia ambiental (Ilg) aumentaram com o0 aumento da temperatura,
fazendo com que a herdabilidade diminuisse, principalmente na populacdo de R. solani
da braquiaria. Ja na populacdo de R. oryzae-sativae do arroz a herdabilidade diminui
36,6%. Dessa maneira, a herdabilidade apresenta alta diminuicdo para crescimento
micelial sob condicdes de estresse, sendo menos influenciada na populacdo de
R. oryzae-sativae do arroz, indicando que esse patdégeno tém alto potencial de

adaptacao a temperatura de 35°C.

Palavras chaves: Estresse de temperatura, evolutibilidade, variancia genética.

2 Manuscrito submetido ao periédico Tropical Plant Pathology para avaliacdo e futura

publicacao.
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THE ADAPTIVE POTENCIAL OF Rhizoctonia solani AG-1 IA AND R. oryzae-sativae
FROM BRACHIARIA AND RICE UNDER HEAT STRESS

ABSTRACT - Many plant pathogens that have a wide geographical distribution, such
as Rhizoctonia solani AG-1 IA, are more prompt to experience stress due to extreme
environmental changes. In this experiment, the interest was to determine the effects of
the heat stress on the evolvability, i.e., measures of response to selection, for mycelial
growth in two host distinct populations of Rhizoctonia solani AG-1 IA infecting either
brachiaria (BBT1) or rice (OS2) and a rice-infecting population of R. oryzae-sativae
(O0S3). The populations were submitted to optimal and stress growth temperatures, 25°C
and 35°C respectively. Based on mycelial growth measures, estimates of genotypic
variance (lg), environmental variance (lg) and the broad sense heritability (h?) were
determined. The populations of R. solani AG-1 IA infecting brachiaria presented little
reduction in mycelial growth when subjected to temperature of 35 ° C, and an increase
in mycelial growth was observed in population of R. oryzae-sativae infecting rice,
contrary to that observed in population of R. solani IA infecting rice. The environmental
variance (lg) increased at higher temperature causing a decrease in heritability,
particularly in populations of R. solani infecting brachiaria. Thus, the heritability has a
high reduction for mycelial growth under heat stress, being less affected in R. oryzae-
sativae from rice, indicating that the pathogen has high potential for adaptation to a

temperature of 35°C.

Keywords: Environmental stress, evolvability, phenotypic variance
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INTRODUCAO

No inicio dos anos 90, o fungo basidiomiceto Thanatephorus cucumeris (com
Rhizoctonia solani em sua fase anamorfica) emergiu como um patdgeno importante
associado a queima da folha e a morte das pastagens do género braquiaria na América
do Sul, especialmente no Brasil e na Colombia (CIAT, 1993; VERZIGNASSI &
FERNANDES, 2001). A braquiaria é hospedeira de dois grupos de anastomoses (AGS)
distintos de R. solani: o AG-1 IA e 0 AG-1 IB (BLACK et al., 1996). Ambos produzem
esclerédios em abundancia no tecido doente. Os AGs sdo unidades taxondomicas
correspondentes a espécies filogenéticas e/ou bioldgicas do complexo de espécies
denominado de R. solani (OGOSHI, 1996; GONZALEZ et al., 2001).

Artigos que relatam a ocorréncia de R. solani em pastagens no Brasil
(VERZIGNASSI & FERNANDES, 2001; DUARTE et al., 2007) e na Colémbia (KELEMU
et al., 1995) ndo especificam qual/quais AGs estavam associados, de fato, a braquiéria.
Recentemente, (GAINO et al., 2010) relataram a associacado do AG-4 HGI a braquiaria
em Paragominas no Para. Entretanto, levantamento efetuado na Colémbia por nosso
grupo de pesquisa indicou que apenas o AG-1 IA estava associado com a queima da
folha e morte da braquiaria (Ramos, capitulo 2 desta Tese) e confirma observacdo de
(BLACK et al., 1996). R. solani AG-1 IA tem distribuicdo mundial como patégeno
necrotréfico habitante do solo infectando Poaceas e Fabaceas em regibes de clima
tropical e subtropical causando, principalmente, a queima da bainha no arroz (JONES &
BELMAR, 1989; HASHIBA & KOBAYASHI, 1996; RODRIGUES et al., 2003; NUNES et
al., 2004). Além da associacao recente a braquiaria, nas Américas ha também relatos
anteriores da emergéncia de R. solani AG-1 IA como patdgeno da mela da soja
(JONES & BELMAR, 1989; FENILLE et al., 2002 e 2003) e da mancha bandeada do
milho (CARDONA et al., 1999).

Observacdes sobre a biologia de populacbes de R. solani AG-1 IA feitas na
dltima década, sugerem gue este patdogeno tem um alto potencial evolutivo (CIAMPI et
al., 2008; BERNARDES-DE-ASSIS et al., 2009; GONZALEZ-VERA et al., 2010). De fato,

eventos de especializacdo de hospedeiro moldaram a histéria evolutiva de R. solani
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AG-1 IA, especialmente nas Américas. Ha evidéncias para a emergéncia de populacdes
especializadas de R. solani AG-1 IA, via troca, do arroz para o milho (GONZALEZ-VERA
et al., 2010), e salto de hospedeiros, do arroz para a soja (BERNARDES DE ASSIS et
al., 2008). Embora ainda ndo se conheca a origem das populacdes de R. solani AG-1 IA
gue atacam a braquiaria, é possivel que tenham emergido de populagbes que
originalmente infectavam o arroz (Ramos, capitulo 3 desta Tese).

Neste trabalho, o principal foco foi determinar o potencial adaptativo de R. solani
AG-1 IA da braquiaria e do arroz ao estresse térmico. Muitos fitopatégenos que
apresentam uma ampla distribuicdo geografica como R. solani AG-1 IA, experimentam
extremas flutuacoes de temperatura em seus habitats. Inclusive, num mesmo habitat, a
temperatura pode mudar drasticamente entre as estacdes, como resultado de
mudancas climaticas. Para sobreviver a essas flutuacdes climaticas, esses organismos
desenvolveram a habilidade para constantemente regular seus valores fenotipicos,
segundo as adaptagbes térmicas especificas (ZHAN & MCDONALD, 2011). A
temperatura pode afetar significativamente o desenvolvimento epidémico resultando, a
longo prazo, em coevolucdo hospedeiro — patégeno (MITCHELL et al.,, 2005;
BLANFORD et al., 2003). De acordo com (BUWALDA et al., 1998) e (RODRIGUES et
al., 2008), muitos outros organismos, incluindo fitopatdégenos, podem crescer e tolerar
altas flutuacdes térmicas em diversos ambientes.

Para espécies do complexo Rhizoctonia spp. o crescimento micelial € um
importante componente adaptativo, uma vez que os danos as plantas resultam,
principalmente, da infeccdo por hifas assexuais (LEHTONEN et al., 2008). O rapido
crescimento micelial caracteristico de Rhizoctonia spp. lhe confere alta habilidade de
competicdo saprofitica (MENZIES, 1970). Condicdes de estresse térmico, por sua vez,
podem afetar a membrana celular do micélio, interferindo em processos bioquimicos e
na formacao de acidos nucléicos e proteinas (BORKOW & GABBAY, 2005). Um estudo,
empirico baseado na analise do crescimento micelial do fungo, permitiria inferir sobre o
potencial adaptativo do mesmo a estresse térmico. Por sua vez, para a determinagao
do potencial adaptativo de um organismo ao estresse térmico, recomenda-se a analise
de medidas de herdabilidade e de evolutibilidade. Ambas estimativas predizem resposta
a selecdo (HOULE, 1992; WILLI et al., 2006).
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Dessa forma, este estudo teve como objetivos: (i) determinar se populagbes de
R. solani AG-1 IA associadas a braquiaria e ao arroz, respondem de forma semelhante
ao estresse de temperatura elevada; (ii) testar o efeito do estresse de temperatura
elevada sobre a variancia genética e a herdabilidade para crescimento micelial de
populacdes de R. solani AG-1 IA, obtidas da braquiaria e do arroz. Neste estudo incluiu-
se, também, uma populacédo simpatrica de R. oryzae-sativae, associada exclusivamente
a mancha agregada do arroz, para comparar parametros de evolutibilidade para
adaptacdo ao estresse térmico entre espécies diferentes de Rhizoctonia. A questédo
principal que se busca responder é: O estresse imposto por aumento de temperatura
influencia, de forma semelhante, o potencial adaptativo de Rhizoctonia spp. que atacam

braquiaria e/ou arroz?

MATERIAL E METODOS

Amostras de Rhizoctonia solani AG-1 IA de braquiaria e do arroz e de R. oryzae-

sativae do arroz na Coldmbia

As amostras de populagbes de isolados de Rhizoctonia spp. foram obtidas em
2010 em éareas de cultivo de braquiaria e de arroz, no estado de Meta, no Bioma
Amazonico do nordeste da Coldombia (Figura 5). Essas duas amostras de populacdes
simpéatricas de R. solani AG-1 IA foram coletadas no municipio de Puerto Lopez: a
primeira infectando Brachiaria brizantha cv. Toledo (BBT1) com sintoma de queima da
folha e a segunda populacéo infectando arroz (OS2) com sintoma de queima da bainha.
Os isolados de R. solani AG-1 IA foram genotipados por nosso grupo de pesquisa, com
10 marcadores microssatélites altamente polimorficos (ZALA et al., 2008), como
descrito no capitulo 3 desta tese. De cada uma dessas duas populacbes, foram
selecionados, ao acaso, doze isolados geneticamente distintos. Uma terceira amostra
de doze isolados obtida no municipio de Villavicencio foi coletada de arroz com
sintomas de mancha agregada para se obter uma populacdo do fungo R. oryzae-
sativae (OS3). Descricdo detalhada das populacdes é apresentada nas Tabelas 1 e 2

dos capitulos 2 e 3 desta tese.
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Cada isolado, conservado em silica gel, foi propagado e transferido para placas
de Petri contendo 15 mL de meio BDA (18,5 g de caldo batata-dextrose, 15 g de agar,
suplementado com 50 pg.mL™ de cloranfenicol e de estreptomicina). Foram efetuadas
duas séries de repicagens para a reativacdo das culturas. Logo apdés, procedeu-se o
preparo de inéculo para os experimentos. Discos de micélio de 6 mm de diametro foram
cortados da margem de colbnias com crescimento micelial ativo e cada disco foi

transferido para o centro de cada placa de Petri.

Medida do efeito do estresse térmico sobre o crescimento micelial

Para determinar o efeito do estresse térmico sobre o crescimento micelial do
fungo, discos de micélio com 6 mm de didametro foram transferidos para placas
contendo 20 mL de meio BDA (suplementado com 50 pg/mL de cloranfenicol e
estreptomicina) e as culturas incubadas, no escuro, as temperaturas de 25° e 35°C,
sendo consideradas temperaturas 6timas e de estresse para R. solani AG-1 IA (SOUZA
et al.,, 2007). A avaliacdo do crescimento micelial foi feita através da medida do

didmetro das colbnias, apos 24 h de incubacdao.

Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial (3 x 2): trés populacdes do patdgeno, duas popula¢des de R. solani
AG-1 IA, sendo uma da braquiaria (BBT1) e outra do arroz (0OS2) e uma de R. oryzae-
sativae do arroz (OS3); e duas condicbes de temperatura (25°C e 35°C), com dez
repeticdes. Cada populacéo foi constituida por 12 isolados do fungo. Os dados obtidos
de crescimento micelial (x) foram transformados em logaritmo (x+1). Foram analisados
os efeitos de populagdes, isolados dentro de cada populagédo, temperatura, e as
interacdes isolado x temperatura e populacdes x temperatura. O efeito de isolados foi
considerado como efeito aleatério e o da temperatura como efeito fixo. foi utilizada a
analise de variancia para modelos mixtos no programa SAS (2008). Posteriormente,

analisou-se o efeito da temperatura sobre o crescimento micelial do fungo e sobre
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componentes de variancia e de evolutibilidade. Médias de crescimento micelial do fungo
para cada populacdo e em diferentes temperaturas foram comparadas pelo teste de
SNK (Student-Newman-Keuls). Para andlise do efeito da temperatura sobre os
componentes de variancia, a variancia apresentada pelos isolados dentro de cada
populacdo foi interpretada como variancia genética (Vg), 0 erro experimental foi
considerado como variancia ambiental (Vg), e a variancia fenotipica (Vp) como o
resultado da soma das varidncias genética e ambiental. As variancias foram
padronizadas pelo quadrado da média do crescimento em cada temperatura, passando
a ser designadas por Ig, le e Ip e consideradas medidas de evolutibilidade ou de
resposta a selecdo (HOULE, 1992). A herdabilidade (h?) foi calculada como a razdo

entre a variancia genotipica (Ig) e a variancia fenotipica padronizada (Ip = Ig + Ig).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito significativo dos fatores populacdo e isolados dentro de populagtes
indicou que houve diferencas entre as populacdes e entre isolados de Rhizoctonia,
provavelmente atribuidas a variacdo genética para crescimento micelial entre genoétipos
do patégeno dentro de cada populacdo (Tabela 7 e 8). A interacdo populagcdo x
temperatura apresentou efeito altamente significativo indicando que as populagbes de
Rhizoctonia spp. apresentam comportamentos diferentes em funcédo do hospedeiro de
origem e das condi¢des de temperatura. Dessa forma, o aumento da temperatura de 25
para 35°C, promoveu diminui¢do altamente significativa na taxa de crescimento micelial
dos isolados de R. solani AG-1 IA da braquiaria (BBT1) e do arroz (0S2). O contrario
aconteceu com a populacdo de R. oryzae-sativae do arroz (OS3), que apresentou um
aumento altamente significativo de crescimento com o aumento da temperatura (Tabela
7 e 8). A interacao isolado x temperatura ndo foi significativa para as populacdes de
Rhizoctonia spp. indicando que os isolados, dentro de cada populacéo, apresentaram
crescimento micelial semelhante, diminuindo ou aumentando de forma semelhante

guando a temperatura aumentou de 25 a 35°C (Tabela 7). O coeficiente de variagéo
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observado no experimento foi relativamente baixo (9,67%), indicando que houve
precisdo no desenvolvimento do trabalho.

A 25°C todas as populacdes de Rhizoctonia diferiram significativamente quanto
ao crescimento micelial (P < 0,01 pelo teste de SNK, Tabela 8), sendo que a populacao
BBT1 apresentou o maior crescimento, seguida, em ordem decrescente, pelas
populagdes OS2 e OS3. Comportamento semelhante foi observado quando o fungo foi
submetido a temperatura de 35°C, onde as populacbes de BBT1 apresentaram maior
crescimento em relacdo as populagdes de arroz. Isto indica que R. solani AG-1 IA da
populacdo BBT1, provavelmente é mais adaptada, em termos de desenvolvimento
vegetativo, a temperaturas mais elevadas que R. solani AG-1 IA e R. oryzae-sativae,
presentes nas populacbes de arroz. De fato, a populacdo OS2 teve o crescimento
micelial médio diminuido em cerca de 40% (Tabela 8). Observou-se que isolados de R.
solani AG-1 IA das populagcbes BBT1 e OS2 apresentaram comportamentos
semelhantes aos descritos por (SOUZA et al., 2007) que afirmam que a temperatura
Otima para o crescimento micelial dos isolados padrbes de R. solani AG-1 IA é 25°C. No
geral, a temperatura de 35°C pode ser considerada como fator de estresse
principalmente para as popula¢cdes de R. solani AG-1 IA do arroz, porém a populacéo
BBTL1 pareceu ser mais adaptada a esta condicdo de estresse térmico. Fato contrario
foi observado na populacdo de R. oryzae-sativae do arroz que mostrou ter melhor
crescimento micelial quando a temperatura aumentou de 25°C para 35°C.

A respeito do efeito do estresse térmico sobre as medidas de evolutilidade do
patégeno, observou-se que 0 aumento da temperatura promoveu pequenas mudancas
da variancia genética padronizada (lg) nas populacdes de Rhizoctonia spp. Maiores
mudancas foram observadas na variancia ambiental (Ig) para crescimento micelial, que
aumentou em todas as populacdes, principalmente em OS2. Como consequéncia a
essas mudancas, a herdabilidade de senso amplo (h? diminuiu em todas as
populagbes quando submetidas a condicdo de estresse térmico. Além disso, as
mudancas nas medidas de variancia genética (Ig) e de herdabilidade (h?) observadas
na populacdo de R. oryzae-sativae do arroz foram menores quando comparada com as

observadas nas populacdes de R. solani AG-1 IA.
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Esses resultados confirmam as observacdes de (WILLI et al.,, 2011) onde os
autores estudaram a adaptabilidade de uma populacéo de R. solani AG-3 da batata sob
condicbes desfavoraveis de temperatura. Quando R. solani AG-3 foi submetida a
condicbes de estresse, houve também diminuicdo na herdabilidade para crescimento
micelial, em virtude do aumento da variancia ambiental.

(HOFFMANN & MERILA, 1999) sugeriram que as mudancas na herdabilidade
sob condi¢des de estresse sdo dificeis de prever, porque multiplos componentes de
variancia podem mudar simultaneamente além dos efeitos serem populagéo-
dependente. Contudo, sob as condigbes de estresse térmico deste estudo, houve
aumento da variancia ambiental (Ig) para crescimento micelial na temperatura de
estresse nas trés populagbes de Rhizoctonia spp., com um efeito negativo sob a
herdabilidade. Isto esta de acordo com o segundo grupo de hipoteses de (HOFFMANN
e MERILA, 1999) que prevé diminuicdo na herdabilidade porque o estresse aumenta a
variancia ambiental ou porque os organismos, sob condicfes de restricdo a nutricao,

por exemplo, ndo atingem o seu potencial genético.

CONCLUSOES

As populacdes de R. solani AG-1 IA. apresentam comportamentos diferentes
guanto a capacidade de adaptacdo ao estresse térmico, em funcdo do hospedeiro de
origem. Dessa forma, R. solani AG-1 IA que infecta braquiaria apresentou maior
capacidade de adaptabilidade a estresse térmico, em relacédo a populacédo de R. solani
AG-1 IA que infecta o arroz.

A populacdo de R. oryzae-sativae que infecta o arroz, apresenta maior

crescimento micelial na temperatura de estresse térmico (35°C).
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TABELAS E FIGURA

Tabela 7. Modelo linear geral testando os efeitos de populacéo, isolados e temperatura

e suas interacbes sobre o crescimento micelial in vitro dos fitopatogenos

Rhizoctonia solani AG-1 IA da braquiaria e do arroz e R. oryzae-sativae do

arroz.
Fontes de Variacao GL SQ QM F calculado
Populagéo 2 7,3629 3,6814 29,70***
Isolado (Populacéo) 33 4,0900 0,1239 4,55%+*
Temperatura 7,6019 7,6019 278,90***
Populagédo x Temperatura 2 9,022 4,511 165,50%**
Temperatura x Isolado (Populacgéo) 33 0,8994 0,0272 1,31
Coeficiente de Variacdo % (CV) 9,67

Significativo pelo teste F a P < 0.001 (***) e n&o significativo (™).
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Tabela 8. Efeito da temperatura sobre o crescimento micelial in vitro e sobre os

componentes de evolutibilidade em populacdes de Rhizoctonia solani AG-1

IA da braquiaria (BBT1) e do arroz (OS2) e em populacbes de R. oryzae-

sativae do arroz (OS3).

Componentes de Evolutibilidade?

Populagdo  Crescimento micelial * Variancia Genética

Variancia Ambiental

Variancia Fenotipica

Herdabilidade

(mm.dia™) Is Ie Ip h?
25°C 35°C 25°C 35°C 25°C 35°C 25°C 35°C 25°C  35°C
BBT1 488Aa 3,37Ab 0,0038  0,0019 0,0074  0,0118 0,0113  0,0137 0,341 0,136
0S2 465Ba 274Ch 0,0015  0,0024 0,0065  0,0236 0,0080  0,0260 0,189 0,093
0S3 273Cb 3114Ba 0,0025  0,0020 0,0037  0,0059 0,0062  0,0080 0,410 0,256

! Médias seguidas de letras distintas, mindscula na linha e maitscula na coluna, diferem

entre si pelo teste SNK (P < 0,01).

2 0s componentes de evolutibilidade Ig, Ig, Ip € h? correspondem a medidas de variancia

genética (Vg), ambiental (Vg), fenotipica (Vp) e de herdabilidade (h?) padronizadas pelo

guadrado da média do crescimento na respectiva temperatura.

79



Figura 5. Localizagédo geogréfica das localidades de onde foram coletadas amostras de
Rhizoctonia spp. em campos de braquiaria e de arroz nos municipios de

Villavicencio e Puerto Lopez, no Estado de Meta, Colémbia.
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ANEXO

Anexo 1. Genotipagem de 198 isolados de Rhizoctonia solani AG-1 IA associada a braquiaria e ao arroz na Colémbia

baseada em dez loci microssatélites.*

Populagdo Clone Isolado TCO01 TCO02 TCO0O3 TCO5 TC6 TC7 TC10 TC1l1 TC12 TC17
1 1 BBT1_Al 108114 184184 268274 240249 221227 146146 150150 212212 154157 168168
1 2 BBT1_A2 108114 184184 268274 240240 221227 146146 150150 212212 154157 168168
1 3 BBT1_A3 114114 181181 271274 240258 224224 142149 150150 237237 154157 168168
1 2 BBT1_A4 108114 184184 268274 240240 221227 146146 150150 212212 154157 168168
1 4 BBT1_A6 114117 181181 271274 240258 224224 142149 150150 237237 154157 168168
1 5 BBT1 B7 108114 184184 268268 240240 221227 146146 150150 212212 154157 168168
1 1 BBT1_BS8 108114 184184 268274 240249 221227 146146 150150 212212 154157 168168
1 6 BBT1_B9 114114 178184 268268 246252 227227 142149 150150 202202 145149 168168
1 4 BBT1_B10 114117 181181 271274 240258 224224 142149 150150 237237 154157 168168
1 2 BBT1_B11 108114 184184 268274 240240 221227 146146 150150 212212 154157 168168
1 7 BBT1_B12 114114 181181 268274 240252 224224 ?? 150150 242242 145154 168168
1 4 BBT1 C13 114117 181181 271274 240258 224224 142149 150150 237237 154157 168168
1 4 BBT1 Cl14 114117 181181 271274 240258 224224 142149 150150 237237 154157 168168
1 4 BBT1 C15 114117 181181 270274 240258 224224 142149 150150 237237 154157 168168
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11

11

24

25

13

13

26

13

27

BBT2_E35
BBT2_E36
BBT2_E37
BBT2_E38
BBT2_F39
BBT2_F40
BBT2_F41
BBT2_F42
BBT2_F43
BHM3_Al
BHM3_A2
BHM3_A3
BHM3_A4
BHM3_A5
BHM3_A6
BHM3_A7
BHM3_A8
BHM3_A9

BHM3_A10

114117

114117

108114

108114

114114

114117

114117

114114

114114

114114

114114

114114

114114

108114

114117

114117

114114

114117

114117

181181

181181

184184

184184

181181

181181

181181

181181

181181

178184

178184

178184

178184

184184

181181

181181

178184

181181

181181

271274

271274

268274

268274

271271

271274

271274

271271

271271

268268

268274

268274

268274

268274

271274

271274

268274

271274

271274

258258

240258

240249

240249

240252

240258

240258

240252

240252

240252

240252

240252

240252

246249

240258

240258

240252

240258

240258

224224

224224

221227

221227

224224

224224

224224

224224

224224

221227

221227

221227

221227

221227

224224

224224

221227

224224

224224

142149

142149

142146

142146

142146

142149

142149

142146

142146

142146

146146

142146

142146

155158

142149

142149

142146

142149

142149

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

242242

242242

212212

212212

242242

242242

242242

242242

242242

202298

202298

202298

202298

212212

237237

237237

202202

237237

222237

154157

154157

154157

154157

145154

154157

154157

145154

145154

145157

145157

145157

145157

145157

154157

154157

145157

154157

154157

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168
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28

29

30

31

32

28

28

13

13

13

13

13

33

34

34

28

35

33

BHM3_B11
BHM3_B12
BHM3_B13
BHM3_B14
BHM3_B15
BHM3_B16
BHM3_B17
BHM3_B18
BHM3_B19
BHM3_B20
BHM3_B21
BHM3_B22
BHM3_C23
BHM3_C24
BHM3_C25
BHM3_C26
BHM3_C27
BHM3_C28

BHM3_C29

114117

114114

108114

108114

108114

114117

114117

114114

114114

114114

114114

114114

114114

114114

114114

114117

114117

108114

114114

181181

178184

184184

184184

184184

181181

181181

178184

178184

178184

178184

178184

178184

181184

181184

181181

181181

184184

178184

271274

268274

268274

268274

268274

271274

271274

268274

268274

268274

268274

268274

268274

271274

271274

271274

271274

268274

268274

240258

240240

240249

240249

246249

240258

240258

240252

240252

240252

240252

240252

240252

240246

240246

240258

240258

240249

240252

224224

221227

221227

221227

221227

224224

224224

221227

221227

221227

221227

221227

221227

227227

227227

224224

224224

221227

221227

149155

146155

155158

146155

155155

149155

149155

142146

142146

142146

142146

142146

146158

155155

155155

149155

142149

155158

146158

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

237237

202202

212212

212212

212212

237237

237237

202298

202298

202298

202298

202202

202298

207207

207207

237237

237237

212212

202298

154157

145157

145157

145157

145157

154157

154157

145157

145157

145157

145157

145157

145157

145157

145157

154157

154157

154157

145157

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168
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33

36

33

37

38

36

26

39

40

41

42

33

43

33

33

BHM3_C30
BHM3_D31
BHM3_D32
BHM3_D33
BHM3_D34
BHM3_D35
BHM3_D36
BHM3_D37
BHM3_D38
BHM3_D39
BHM3_D40
BHM4_Al
BHM4_A2
BHM4_A3
BHM4_A4
BHM4_A5
BHM4_A6
BHM4_A7

BHM4_A8

114117

114114

114114

114114

114117

114117

114114

114117

108114

114117

114129

114117

108114

114117

114114

114114

105114

114114

114114

181181

178184

181181

178184

181181

181181

181181

181181

184184

181181

181187

181181

184184

181181

178184

178184

181184

178184

178184

271274

268274

271271

268274

271274

271274

271271

271274

268274

271274

271292

271274

268274

271274

268274

268274

265271

268274

268274

240258

240252

240252

240252

240258

240258

240252

240258

246249

240258

240246

240258

246246

240258

240252

240252

240249

240252

240252

224224

221227

224224

221227

224224

224224

2?2

224224

221227

224224

224224

224224

221227

224224

221227

221227

218224

221227

221227

142149

146158

146155

146158

142155

149155

146155

142149

155158

142149

146158

142149

155158

142149

146158

146158

146155

146158

146158

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

237237

202298

242242

202298

237237

242242

242242

237237

212212

237237

222222

237237

212212

237237

212212

202298

212212

202298

202298

154157

145157

145154

145157

154157

154157

145154

154157

145157

154157

145157

154157

145157

154154

145157

145157

145154

145157

145157

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168
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44

45

46

43

a7

47

26

47

33

33

13

44

13

47

47

42

42

33

26

BHM4_A9

BHM4_A10
BHM4_Al1
BHM4_A12
BHM4_A13
BHM4_A14
BHM4_B15
BHM4_B16
BHM4_B17
BHM4_B18
BHM4_B19
BHM4_B20
BHM4_B21
BHM4_B22
BHM4_B23
BHM4_B24
BHM4_B25
BHM4_B26

BHM4_B27

114114

105114

114114

105114

114114

114114

108114

114114

114114

114114

114114

114114

114114

114114

114114

114114

114114

114114

108114

178178

181184

178184

181184

178184

178184

184184

178184

178184

178184

178184

178178

178184

178184

178184

178184

178184

178184

184184

268268

265271

268274

265271

268274

268274

268274

268274

268274

268274

268274

268268

268274

268274

268274

268274

268274

268274

268274

252258

240240

240252

240249

240252

240252

246249

240252

240252

240252

240252

252258

240252

240252

240252

240252

240252

240252

246249

221221

218224

221227

218224

221227

221227

221227

221227

221227

221227

221227

221221

221227

221227

221227

221227

221227

221227

221227

142146

146155

146158

146155

146158

146158

155158

146158

146158

146158

142146

142146

142146

146158

146158

146158

146158

146158

155158

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

202202

212212

202212

212212

202212

202212

212212

202212

202298

202298

212212

202202

202298

202212

202212

212212

212212

202298

212212

145145

145154

145145

145154

145157

145157

145157

145157

145157

145157
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145145
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168168
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28

51
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34
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BHM4_C28
BHM4_C29
BHM4_C30
BHM4_C31
BHM4_C32
BHM4_C33
BHM4_C34
BHM4_C35
BHM4_D36
BHM4_D37
BHM4_D38
BHM4_D39
BHM4_D40
BHM4_D41
COL_A5_1
COL_C1 2
B11

B 31

B41

114114

114117

114114

114117

114114

108114

114114

114129

114114

114129

114129

114117

114129

114129

114114

114117

114117

114117

114114

178184

181181

178184
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178184
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268274
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265271
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271292
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240252

240258

240249

240258
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246258
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240246
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240246

240246

240258

240246

240240

240246
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246246

246246

240246

221227

224224
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224224

221227

221221
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224224

224224

224224

224224

224224

224224

224224

227227

224224

224224

224224

227227

146158

142149

146158

142149

146146

146158

155158

146146

142146

146146

146146

149155

146146

146158

146155

149155

149155

149155

??

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

202298

237237

202300

237237

212212

202298

207207

222222

242242
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237237
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207207
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145157

154157
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154157

145157

145145

145157

145157

145154

145157

145157

154157

145157

145157

145157

145145
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168168
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168168
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54
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54
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56
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13
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B 51
c11
c21
c31
cC41
cC51
D11
D21
D31
D41
D51
E11
E21
E 31
E41
Fi11
F21
F31

F 41

114117

114117

114114

114117

114117

114117

114117

114117

114117

114117

114117

114117

114117

114117

114117

114117

114117

114114

114114

178184
178184
178184
178184
178184
178184
178184
178184
178184
178184
178184
178184
178184
178184
178184
178184
178184
178184

181184

271274

271274

268274

271274

271274

271274

271274

271274

271274

271274

271274

271274

271274

271274

271274

271274

271274

268274

2?2

246246

246246

240252

246246

246246

246246

246246

246246

246246

246246

246246

246246

246246

246246

246246

246246

246246

240252

240246

224224

224224

221227

224224

224224

224224

224224

224224

224224

224224

224224

224224

224224

224224

224224

224224

224224

221227

227227

149155

149155

149155

149155

149155

149155

149155

149155

149155

149155

149155

149155

149155

149155

149155

149155

149155

142146

146155

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

202202

202202

202202

202202

202202

202202

202202

202202

202202

202202

202202

202202

202202

202202

202202

202202

202202

27

207207

145145

145145

145157

145145

145145

145145

145145

145145

145145

145145

145145

145145

145145

145145

149149

145145

145145

145157

149157

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168
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168168
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5 54
5 58
5 59
5 60
5 61
5 62
5 62
5 63
5 62
5 64
5 65
5 66
5 54

F51
0S5_C20
0S6_B11
0S6_B12
0S6_C17
0S6_C18
0S6_C19
0S6_D27
0S6_D28
0S6_D29
0S6_D30
0S6_D33

0S6_E37

114117

114117

114114

114114

114114

114114

114114

114114

114114

114114

114117

114114

114117

178184

178184

184184

184184

178184

178184

178184

178184

178184

184184

178178

178184

178184

271274

271274

274274

274274

268274

268274

268274

268268

268274

274274

268271

268274

271274

246246

246246

246246

240246

258258

252258

252258

252258

252258

240246

246258

252258

246246

224224

224224

227227

227227

227227

227227

227227

227227

227227

227227

221224

227227

224224

149155

155155

142142

142146

142142

142142

142142

155155

142142

149155

149155

146155

149155

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

150150

202202

202202

??

202202

202202

202202

202202

202202

202202

202202

202222

202202

202202

145145

145145

145154

145154

149149

149149

149149

149149

149149

145154

149149

149149

145145

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

168168

As populacdes numeradas de 1 a 5 representam os seguintes codigos e hospedeiros de origem: (1) BBT1, (2) BBT2, (3)

BHM3, (4) BHM4, de Brachiaria spp. e (5) OS5, arroz. Descricdo mais detalhada das populagdes é apresentada nas

Tabela 1 e 2.

Os codigos TCO1 a TC17 correspondem aos mesmos microssatélites descritos por ZALA et al. (2008). Cada loci é

composto por dois alelos, representado por unidades numéricas de 3 casas. Por exemplo, para um isolado particular,
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seu gendtipo multiloci é definido pelo conjunto de dez loci microssatélites e deve ser lido da seguinte forma: TCO1,
genotipo heterozigoto 108/114, ... TC17, gendtipo homozigoto 168/168.

O cdédigo do gendtipo foi definido usando-se os programas GenoType / GenoDive (MEIRMANS e VAN TIENDEREN,
2004). Isolados com o0 mesmo codigo representam o mesmo genétipo.

?? Indica dados perdidos para o lécus.
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