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RESUMO

Rhizoctonia solani ¢ um fungo cosmopolita, com vasto nimero de hospedeiros, ¢ causa
importantes doengas na maioria das plantas cultivadas em todo o mundo. E uma espécie
complexa, com muitos bidtipos que diferem quanto a patogenicidade, aos hospedeiros, a
distribuicdo na natureza e a aparéncia em meio de cultura. Em virtude da variabilidade
existente nos sintomas produzidos por esse patéogeno, o objetivo do presente trabalho foi
caracterizar morfologicamente 22 isolados e geneticamente 13 isolados de Rhizoctonia solani
de diferentes culturas procedentes do Estado do Pard, Japao e Estados Unidos e 1 isolado de
alternaria sp. Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio Oficial de Diagndstico
Fitossanitario vinculado a Area de Fitopatologia, do Departamento de Entomologia e
Fitopatologia, do Instituto de Biologia, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ) e na Embrapa Amazonia Oriental. Os parametros morfoldgicos analisados foram o
crescimento micelial, presencia e/ou auséncia de microesclerodios, a patogenicidade e
coloracdo dos isolados. No estudo para caracterizagdo genética foi utilizado marcadores
moleculares do tipo RAPD. A partir de fragmentos de tecido foliar lesionado foi realizado a
técnica do isolamento indireto em meio de cultura BDA para se obter colonias do fungo. Com
rela¢do ao crescimento micelial entre os isolados houve efeito significativo ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste F, entre os 22 isolados, sendo que variaram entre 2,14 ¢ 7,88 cm de
didgmetro a 25°C apos 3 dias de crescimento. A formagio de microesclerddios foi somente
observada nos isolados brasileiros, fato ndo encontrado nos isolados referentes aos do Japao e
Estados Unidos. Os isolados mostraram-se patogénicos quando inoculadas em folhas sadias.
A analise molecular, o DNA extraido dos isolados com o primer OPA2 permitiu visualizar 17
bandas polimdrficas com tamanhos que variavam entre 800 a 1800 pb, gerando 100% de
polimorfismo entre os 14 isolados estudados. A similaridade entre as amostras, estimada pelo
coeficiente de jaccard, foi de 21,71%, sendo gerado pelo método UPGMA, um dendrograma
que permitiu agrupar os isolados em 7 grupos principais. Com base nas avaliagdes realizadas
concluiu-se que ha uma grande variabilidade morfoldgica e genética entre os isolados de R.
solani analisados.

Palavras - chave: Rhizoctonia solani, Caracteristicas Morfologica, Variabilidade Genética
Marcadores RAPD.
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ABSTRACT

Rhizoctonia solani is a cosmopolitan fungus, with vast number of hosts, and cause important
diseases in the majority of the plants cultivated in the whole world. It is a complex specie,
with many biotypes that they differ how much to the pathogenicity, the hosts, the distribution
in the nature and the appearance in culture medium. In virtue of the existing variability in the
symptoms produced for this pathogen, the objective of the present work was to characterize
morphologically 22 and genetically 13 Rhizoctonia solani isolates of different cultures from
the State of Para, Japan and United States and 1 Alternaria sp isolate. The experiments had
been lead in the Official Laboratory of Disease Control Diagnosis entailed to the Fitopatology
Area, of the Entomology and Fitopatology Department, Institute of Biology, Federal
University of Rio de Janeiro (UFRRIJ) and in the Embrapa Eastern Amazonia. The analyzed
morphologic parameters had been the micelial growth, presence and/or absence of
microsclerotia, the pathogenicity and coloration of the isolates ones. In the study for genetic
characterization it was used marking molecular RAPD. From fragments of damaged leaf
tissue, the technique of the indirect isolation in BDA culture medium was carried through to
get fungus colonies. With relation to the micelial growth between the isolates it had
significant effect to the level of 5% of probability for test F, between the 22 isolates, being
that they had varied between 2,14 and 7,88 cm of diameter 25°C after 3 days of growth. The
formation of microsclerotia only was observed in the Brazilian isolates, fact not found in the
isolates referring to Japan and United States. The DNA extracted from the isolates used in the
RAPD test with the starter OPA2 allowed to visualize 17 polymorphic bands with sizes
between 800 to 1800 pb, generating 100% of polymorphism among the 14 isolates studied.
The similarity among the samples, esteem for the jaccard coefficient, it was of 21,71%, being
it generated for method UPGMA, a dendrogram that allowed to group the isolates in 7 main
groups. On the basis of the carried through evaluations concluded that it has a great
morphologic and genetic variability among the R. solani isolates analyzed.

Keywords: Rhizoctonia solani, morphological characteristic, genetic variability, RAPD
markers.
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1- INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos paises mais rico do mundo em diversidade bioldgica de plantas,
animais e microrganismos, além de possuir invejavel acervo de recursos naturais edaficos,
climaticos, hidricos e de revestimento floristico. E verdadeiramente esplendoroso o manancial
de recursos genéticos autoctones existentes no Brasil, capaz de assegurar o uso sustentavel do
capital bidtico e abiodtico de forma vantajosa, com o emprego consciente do capital intelectual
(MORALES; VALOIS, 2000).

Os recursos genéticos sao considerados como conjunto de amostras populacionais
de vegetais, animais € microrganismos, com objetivo de tornar disponiveis caracteres
genéticos uteis, com valor atual e potencial (ARAGON, 1997).

A demanda na agropecudria por recursos genéticos necessita cada vez mais da
utilizagdo de métodos e processos biotecnologicos para alcangar o seu sucesso (MORALES;
VALOIS, 2000).

De uma maneira geral, a variabilidade genética ¢ obtida de forma mais expressiva
nos centros de origem e de diversidade das espécies, ou mesmo em linhagens preliminares ou
avancadas, ou em cultivares elites ou primitivas. Para a satisfagdo dessa demanda ¢
imprescindivel que os bancos de germoplasma sejam bem caracterizados e avaliados, tanto
em termos de caracteres qualitativos quanto quantitativos. A caracterizacdo de colegdes de
germoplasma pode ser realizada através de marcadores moleculares que permitem a detecg¢ao
de polimorfismo em nivel de DNA (SAIKI et al., 1988).

Pode-se afirmar que a biotecnologia € uma ferramenta que nao somente aumenta a
eficiéncia nos organismos utilizados, mas, principalmente, oferece novas possibilidades para
uma melhor exploragdo dos recursos oferecidos pela biodiversidade, transformando-se assim
em alternativas para o desenvolvimento sustentdvel (MORALES; VALOIS, 2000).

A diversidade biologica ou biodiversidade ¢ freqiientemente relacionada com a
diversidade de espécies, embora apresente um profundo relacionamento ecologico e
evolucionario (FALK, 1990). De fato, biodiversidade ¢ a variabilidade apresentada pelos
organismos vivos, dentro de espécies, entre espécies e ecossistemas (UNEP, 1992).
Conseqlientemente, ¢ a variagao que ocorre sob trés enfoques: genes, espécies € ecossistemas
(McNEELY et al., 1990). Assim, diversidade genética ¢ o somatorio da informacdo genética
existente nos organismos que constituem a flora, a fauna e a microbiota que, se
adequadamente identificada e capturada, passa a constituir os recursos genéticos, fonte da

variacao genética disponivel ou variabilidade genética (MORALES; VALOIS, 2000).
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A variabilidade genética poderd transformar-se em fonte de recursos estratégicos
necessarios para o sucesso dos programas de desenvolvimento e com grande demanda
internacional. Entretanto, seu valor apresenta-se aparentemente reprimido pelo
desconhecimento de suas perspectivas socioecondmicas para o agronegdcio. Assim, embora
seja imperativo identificar a diversidade genética disponivel e amostra-la com o intuito de
conserva-la, ao mesmo tempo ¢ preciso, caracteriza-la, avalid-la e tornéd-la disponivel.
(McNEELY et al., 1990).

Técnicas biotecnoldgicas como Randon Amplified Polimorphic DNA (RAPD), ou
seja, Polimorphic DNA Amplificado Aleatoriamente constituem instrumentos para
caracterizar e avaliar o germoplasma mais rapidamente e com maior eficiéncia. E considerada
uma das técnicas que vem sendo mais utilizada na caracterizagdo das espécies eucariotas e
procariotas, tendo sido desenvolvida por Williams et al. (1990). Essa técnica ¢ uma das
variantes da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) que utiliza um “Gnico” iniciador
(primer) composto por dez pares de bases de seqiiéncias nucleotidicas arbitrarias, tendo,
portanto, sua seqiiéncia alvo desconhecida (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998), ao
contrario das outras que requerem informacdes prévias de seqiiéncia de DNA alvo, para a
amplificacao.

Sua utilizagdo possibilitou a deteccdo de varios polimorfismos em diferentes
populagdes e/ou individuos através da presenca ou auséncia dos produtos de amplificacao
(WILLIAMS et al., 1990; FAIRBANKS et al., 1991). Essa técnica devido a sua relativa
simplicidade, rapidez e baixo custo, tém atraido muitos pesquisadores e ¢ considerada a mais
empregada com o intuito de estudar a diversidade genética de varios fungos (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998).

A caracterizacdo por meio de marcadores moleculares, combinada a obtida por
descritores morfoldgicos e agrondmicos, parece mais apropriada para o estudo de diversidade
em bancos e colegcdes de germoplasma. Mesmo assim, em alguns casos, podem ocorrer
discrepancias, sugerindo que padrdes evolutivos morfoldgicos e moleculares sejam distintos.
Em colecdes de germoplasma, essa técnica quantifica e visualiza a diversidade, identifica
genotipos desejaveis e grupos de similaridade que possam se constituir duplicatas e, ainda,
otimiza seus manejos pela identificacdo dos caracteres mais informativos para serem
empregados na caracterizagdo e melhoramento genético (CRUZ et al., 2004A).

Andlises gendmica tém sido muito utilizadas para estudos com fungos, como por
exemplo, em Rhizoctonia solani, com a finalidade de avaliar a variabilidade genética entre e

dentro de populacdes, de modo a fornecer subsidios aos programas de melhoramento. Esse



19

fungo representa um grupo economicamente importante e geneticamente diverso de
patogenos de solo que ocorrem em varias espécies de plantas em todo o mundo (VILGALYS;
CUBETA, 1994).

Com base no exposto, este trabalho teve como objetivos:

e C(Caracterizar morfologicamente 22 isolados de Rhizoctonia solani, através do
crescimento micelial in vitro, presencia ¢/ou auséncia de microesclerddios, teste de
patogenicidade e coloracao dos isolados e;

e Avaliar variabilidade genética de 13 isolados de Rhizoctonia solani e 1 isolado de
alternaria sp., utilizando-se marcadores moleculares RAPD (Random Amplified
Pholymorphic DNA).

2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Rhizoctonia sp.

O género Rhizoctonia foi descrito pela primeira vez pelo micologista francés De
Candolle, em 1815, como sendo um fungo ndo esporulante que ataca, preferencialmente,
raizes e que produz filamentos de hifas a partir de esclerodios (SNEH et al., 1991). O qual ¢
classificado como Mitosporic Fungi, Hyphomycetes, forma ordem Agonomycetales por nao
produzir esporos em sua fase assexuada. Outra classificacdo considerando Agonomycetes
como forma-classe e Mycelia Sterilia como forma-ordem (PEREIRA, 1997).

O micélio ¢é caracterizado pela ramificagdo em angulo reto com septacdo
imediatamente e ap6s o ramo, constricdo na base da ramificacdo e septo doliporo. A fase
sexuada deste fungo ¢é Thanatephorus cucumeris, classificado no reino Fungi, filo
Basidiomycota, ordem Ceratobasidiales, Ceratobasidiaceaec (BUTLER; BOLKAN, 1973,
ANDERSON, 1982; ADAMS, 1988).

Segundo Botellho et al. (2001), Rhizoctonia solani ¢ um fungo cosmopolita, com vasto
nimero de hospedeiros, e causa importantes doengas na maioria das plantas cultivadas em
todo o mundo. E uma espécie complexa, com muitos bidtipos que diferem quanto a
patogenicidade, aos hospedeiros, a distribuicao na natureza e a aparéncia em meio de cultura.
Relatos sobre isolados de Rhizoctonia, fitopatogénicos ou saprofiticos, ndo descritos em nivel
especifico, sdo comuns na literatura devido as dificuldades na identificacdo impostas por

limitagcdes morfoldgicas e taxondomicas do género, tais como:
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(1) Auséncia de esporos assexuais,

(11) Instabilidade na morfologia de culturas e esclerdédios, em funcdo de variagdes nas
condigoes de cultivo (PARMETER; WHITNEY, 1970),

(iii)) Ampla variabilidade morfologica, sendo que hd espécies constituidas por
diferentes grupos de isolados com afinidade para efetuar anastomose de hifas entre si
(OGOSHLI, 1987),

(iv) Necessidade de métodos especificos para se induzir estruturas basidiais in vitro
(CARLING; SUMMER, 1992),

(v) Desconhecimentos dos teleomorfos para algumas espécies anamorficas
(STALPERS; ANDERSEN, 1996).

O fungo sobrevive saprofiticamente no solo, infectando plantas nativas, ou em estadio
de dorméncia, como micélio e esclerédios. Esses propagulos sdo detectados no solo com
relativa facilidade, porém de dificil quantificacdo. Geralmente, encontram-se nas camadas
superficiais do perfil do solo, principalmente nos primeiros 10 cm, devido a dependéncia de
oxigénio (CARDOSO, 1994).

Os sintomas apresentados pela espécie de Rhizoctonia solani variam extensamente e
sdo confundidos facilmente com os sintomas das doengas produzidas por outros patdégenos.
Atuam em regides de temperaturas elevadas e chuvas freqlientes acompanhadas de alta
umidade (95%), que o tornam de primordial importancia dentre os fatores limitantes ao
cultivo de varias culturas, cuja maioria sdo plantas cultivadas, como beterraba, pepino,
cenoura, berinjela, meldo, tomate, melancia, repolho, alface, feijao, soja, figo, algodao, feijao-
caupi e arroz, além de plantas nativas (MATZ, 1917, MATZ, 1921, ATKINS e LEWIS 1952,
ZAUMEYER e THOMAZ 1957, Instituto Interamericano de Ciéncias Agricolas 1962,
DANIELS 1963, FLENTIJE et al. 1963 a, LUKE et al. 1974, Cooperacion..1978).

Este fungo representa um grupo economicamente importante e geneticamente diverso
de patogenos de solo que ocorrem em espécies de plantas em todo o mundo (VILGALYS;
CUBETA, 1994).

O critério de classificagdo de Rhizoctonia spp. esta baseado na citomorfologia da hifa,
morfologia da cultura, morfologia do teleomorfo, ¢ o padrao de anastomose ou ndo de hifas
(SNEH et al., 1991). Embora Rhizoctonia solani seja um organismo muito importante, no
Brasil informagdes sobre caracteristicas dos isolados de R. solani associados a varias culturas
sdo escassas. Caracterizado por ser extremamente polifago e apresentar grande capacidade
saprofitica no solo, podem invadir as raizes das plantas, causando uma podriddo levando até a

morte. Os esclerddios, abundantemente produzidos na natureza, quando a uma fase de alta
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umidade segue-se um periodo seco (NEWMAN LUZ, 1978), e o micélio do fungo constituem
o indculo primario (GALINDO et al. 1983) que sdo disseminados localmente pelo vento,
chuva e a movimentagdo do ser humano, animais e implementos agricolas (WEBER, 1939;
ONESIROSAN, 1975). Sementes infectadas também sido importantes fontes de indculo
primario (ONESIROSAN, 1975).

O fungo sobrevive como esclerddios ou hifas espessadas nas plantas. Os esclerodios
sdo responsaveis, também, por focos secundarios de infeccdo (WEBER 1939;
ONESIROSAN, 1975), ou podem permanecer no solo, servindo de indculo primario para
culturas subseqiientes (CARDOSO, 1981). Sobrevive de um ano para o outro em plantas e
em restos de cultura. A penetracdo desse fungo se da através das paredes celulares da
epiderme da raiz ou hipocétilo com a subseqiiente invasao, pelo micélio dos tecidos da planta,
que acabam por serem degradados pela acdo de enzimas ou toxinas (KRUGNER, 1980).

A tendéncia atual para classificagdo dos diversos isolados do R. solani ¢ através da
reacdo de anastomose de hifas. Essa reagdao tem explicagdes na taxonomia em virtude da
possibilidade de divisdes sub-especificas (PARMETER JUNIOR et al., 1969; SHERWOOD,
1969; PARMETER JUNIOR e WHITNEY, 1970).

A taxonomia deste fungo ainda ndo foi totalmente elucidada, devido a diversidade
ultra-estrutural da espécie, atribuindo-se esta variagdo a inconsisténcia na caracterizacdo do
estagio assexuado do fungo, as dificuldades na produg¢do de esporulacdo sexuada em
condi¢des controladas e 4 sua detec¢do na natureza (CARDOSO 1981).

Marcadores moleculares e bioquimicos complementam a identificacdo e a
caracterizagdo de isolados de Rhizoctonia (HALL, 1973; SNEH et al., 1991; VILGALYS e
CUBETA, 1994). Varios estudos demonstraram o potencial da eletroforese de proteinas e
isoenzimas na caracterizacdo de grupos de anastomose em Rhizoctonia spp. (REYNOLDS et
al., 1983; LIU et al., 1990; LIU & SINCLAIR, 1992; LIU e SINCLAIR, 1993; LIU et al.,
1993).
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2. 2 - Sintomatologia

2. 2.1 —Queima de folhas

A queima de folhas em jardim clonal e no campo tem como sintomas uma coloragao
cinza nas areas queimadas, ataque em reboleira, desfolha precoce tendo algumas folhas
dependuradas nas hifas, e morte. Esses sintomas sdo precedidos pelo desenvolvimento de
micélio epifitico ascendente nas hastes, galhos e ramos. Outro fato importante é que esses
orgdos atacados ficam repletos de esclerddios, os quais sdo as estrutura de resisténcia do

patogeno (REZENDE e FERREIRA, 1992; FERREIRA, 1991).

2. 2.2 —Podridoes de Estacas

A podridao de tem como sintomas as lesdes escuras que geralmente progridem da base
para o apice da estaca, ¢ em alguns casos podem existir lesdes intercalares, ou seja, lesdes

delimitadas acima e abaixo por tecidos sadios (FERREIRA, 1989).

2.2.3 — Tombamento de mudas

O tombamento de mudas esta mais associado a plantios realizados por sementes do
que por estacas. Comumente essa doenca se manifesta em pré e pos-emergéncia. No
tombamento em pré-emergéncia, as mudas aparecem mortas com folhagens murchas ou secas,
dependendo do estadio em que sdo observadas. Outros sintomas sio as lesdes que anelam a
haste das mudas e possuem colorag¢ao variando de marrom-arroxeadas a marrom-escuras. Nas
sementeiras a doenga ocorre na forma de reboleira e atinge o nivel do coleto. ~Um sintoma
facilmente observado a olho ni ¢ o anelamento que ocorre na proximidade do coleto,
especialmente nas mudas mais desenvolvidas que possuem lesdes mais escuras na haste

(FERREIRA, 1989).
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2. 3- Caracterizac6es da doenga em algumas culturas
2. 3. 1- Pimenta do Reino

Segundo Duarte e Albuquerque (2005), a doenga afeta plantas de pimenteira-do-reino
em viveiros ou jardim clonal. Distingue-se da queima-do-fio por causar sintomas em
reboleiras e por ndo formar fios de micélio por meio dos quais as folhas se prendem aos
ramos. A doenga inicia a partir de lesdes diminutas de cor parda envolvidas por um halo de
cor purpura. Com a evolucao parte da folha ou toda a folha torna-se necrosada. Na face
inferior observam-se hifas entrelacadas formando uma ténue teia. Quando folhas secas se
desprendem, ficam aderidas as folhas sadias pela acdo do orvalho ou de chuva, iniciando
novas infecgdes. Nas hastes causa lesdes e queima dos tecidos. Se as inflorescéncias e espigas

sdo atingidas ocorre queima e queda de flores e frutos.

2.3.2- Amendoim

Rhizoctonia solani Kuhn causa no amendoim, morte de sementes, damping-off de pré
e poés-emergéncia, podriddes de raizes e de vagens e queima de folhas em plantas adultas. No
Estado de Sao Paulo tem sido mais frequentemente relatada como damping-off, podriddes de
vagens ¢ de gindforos. Devido a sua alta freqiiéncia e as condig¢des favoraveis em Sao Paulo,
pode-se afirmar que constitui um dos mais sérios problemas. (BARRETO E SCALOPPI,

1999). Os sintomas sao:

e Manifesta-se na forma de damping-off de pré ou pos-emergéncia, ocasionando o
tombamento.

e As hastes proximas do solo podem ser atacadas pelo fungo, que causa lesdes
circulares, marrons € podem matar o ramo.

e R.solani pode infectar ainda os ginoforos, impedindo a formagdo de vagens.

e Se a infec¢do ¢ mais tardia, o fungo causa podriddo das vagens, evidente s6 proximo
da colheita.

o Esta podriddo se manifesta por uma mancha parda a preta, tomando parcial ou
totalmente a casca da vagem.

e Em muitos casos, a vagem fica chocha ou com sementes mal formadas, menores,

enrugadas e desbotadas (BARRETO E SCALOPPI, 1999).
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2.3.3- Gramineas

De acordo com Verzignassi e Fernandes (2001), o Brasil tem nitida vocagdo para a
pecuaria e ja conta com cerca de 100 milhdes de hectares de pastagens cultivadas compostas,
principalmente, por gramineas do género Brachiaria, especialmente B. decumbens e B.
brizantha. Estes extensos monocultivos representam um risco ao equilibrio do ecossistema,
facilitando a propagacao de pragas e doencas.

Mais recentemente, € em areas com precipitacao anual superior a 1.800 mm (norte de
Mato Grosso, Rondonia e¢ Acre) foram constatados danos severos em Brachiaria spp.
causados por R. solani. No Estado do Para, em 2001, foi constatada a morte de B. brizantha
cv. Marandu causada pelos fungos Pythium perillum associado a R. solani, atingindo cerca de
60 mil hectares. R. solani foi também detectado causando damping-off em plantulas de

Stylosanthes scabra em Mato Grosso do Sul (VERZIGNASSI E FERNANDES, 2001).

2.3.4- Eucalipto

2.3.4.1- Ocorréncia e distribuicao geografica do patogeno

Em Kerella, india, Rhizoctonia solani Kiihn, foi relatada como um dos principais
patdgenos em viveiros florestais (SILVEIRA, 1996). Na maioria das regides brasileira a
mesma espécie predomina em Eucalyptus spp., causando queima de folhas em jardim clonal e
no campo, mela de estacas e tombamento de mudas (SANTOS et al., 1996; REZENDE e
FERREIRA, 1992; FERREIRA 1991; CARVALHO et al., 1989; ALFENAS et al., 1988).
Embora, outras espécies ja tenham sido relatadas (SILVEIRA, 1996; FERREIRA et al.,
1995).

A queima de folhas foi relada pela primeira vez no Brasil por ALFENAS et al. (1988),
em jardim clonal na regido de Belo Oriente, Minas Gerais.

Em 1989, CARVALHO et al. (1989) e VITTI et al. (1989), relataram como
Rhizoctonia sendo um dos patégenos mais associados com a queda na porcentagem de
enraizamento de estacas de eucalipto em casas de vegetacao, devido a podridao de estacas.

Conforme FERREIRA (1991), houve nesse ano uma severa queima de folhas em
plantas hibridas entre Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, causadas por linhagens
esclerodiais de R. solani em jardim clonal e no campo, na regido do Vale do Rio Jari, estado

do Para.
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REZENDE e FERREIRA (1992) descreveram a ocorréncia de queima de folhas, em
jardim clonal e em plantagdes comerciais no Sul da Bahia, ocasionando desfolha precoce de
arvores em reboleira de até 0,3 ha, e em algumas arvores a queima atingiu até mais de quatro
metros de altura. Novamente, SANTOS et al. (1996), relataram queima de folhas no
municipio de Benevides, estado do Para, em E. urophylla x E. grandis, procedéncia Jari ¢
Albas.

Rhizoctonia, mesmo no setor floresta, possui uma ampla gama de hospedeiro, onde é
causadora de podriddo de raizes, lesdes em hastes, tombamento de mudas, manchas foliares,
mela e queima de folhas (FERREIRA, 1989; CARVALHO et al., 1989; ALFENAS et al.,
1988; CARVALHO et al., 1987).

3.3.5- Feijao

A doenga Rizoctoniose e/ou podridao-radicular, mela ou murcha da teia micélica de
Rhizoctonia (Rhizoctonia solani Kiihn) em feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) sendo uma das
doengas radiculares mais comuns ¢ de maior nocividade no Brasil (CARDOSO, 1990). Os
danos que a doenga causa a planta s3o: tombamento da cultura, cancro do talo, podridao
radicular (Figura 1A), podriddo da vagem, ataque das folhas (Figura 1B) e atraso na

emergéncia e desenvolvimento da planta.

Figura 1: Ataque do patogeno causando podriddo radicular e ataque nas folhas na cultura do

feijao (Phaseolus vulgaris L.).
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2.3 - Métodos de Controle

O controle inclui o emprego de semente de boa qualidade, o tratamento da semente
com fungicidas e praticas culturais, como a rotacdo de culturas com espécies resistentes
(gramineas), a eliminacdo de restos culturais e a diminui¢do da profundidade de semeadura
para permitir a emergéncia mais rapida das plantulas (VIEIRA; RAVA, 2000). E dificil e até
mesmo anti-econdmico, inviabilizando por exemplo o plantio da cultura do feijdo,
principalmente em dreas sob pivd central. O sistema radicular e a parte aérea da espécie sdo
atacados pelo fungo, formando lesdes que restringem o desenvolvimento das mesmas ou
causam a sua morte (CARDOSO, 1990).

Uma das alternativas de controle para o patdgeno seria o aproveitamento da
supressividade natural a esse patdogeno que ocorre em alguns solos. O potencial supressivo a
varios patdgenos de solo, reduzindo a manifestacdo de doencas mesmo sob alta densidade de
in6éculo e condicdes propicias ao desenvolvimento da doenga, acontece em varios solos
(COOK; BAKER, 1983).

Alguns fatores fisico-quimicos do solo, como o pH, atuam na supressividade de alguns
solos a certos patdgenos radiculares. Porém, quando se trata do mesmo ou de outro patdégeno
em solos diferentes, este carater ¢ modificado (WHIPPS, 1997). O pH ¢ uma caracteristica
quimica muito variavel e que se modifica em fun¢do de praticas como a calagem e aplicagdo
de adubos acidificantes, os quais podem causar a perda ou a diminuicdo da supressividade
natural de um solo.

Segundo Chet e Baker (1980), ao alterarem o pH inicial de um solo de 8,1 para 5,7 e
6,5, observaram uma menor incidéncia de tombamento causado por R. solani em plantulas de
alfafa, beterraba e rabanete. Além disso, constataram que o fungo teve um melhor
crescimento em meio de cultura com pH variando de 6,5 a 7,5. Baixos valores de pH também
inibiram a ocorréncia do patéogeno em trigo € em centeio causado por Gaeumannomyces
graminis, principalmente quando se utilizou uma adubagdo amoniacal (MARSCHNER,
1986). O controle de diversas doencas causadas por patdégenos de solo, tais como Sclerotium
rolfsii, Rhizoctonia solani e Plasmodiophora brassicae tem sido satisfatorio com a aplica¢do
de corretivos (PUNJA, 1989; citado por ZAMBOLIM e VENTURA, 1993). Altos niveis de
aluminio trocével também estdo relacionados com a supressividade natural de alguns solos a
R. solani (KOBAYASHI; KO, 1985).

A presenga de microrganismos antagonicos e competidores aos patéogenos de solo

permitem uma boa sanidade do sistema radicular das plantas ou a manuten¢do da populacao
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destes em niveis nao prejudiciais ao hospedeiro, em fungdo de um tamponamento microbiano
(HOMECHIN, 1991). Muitos microrganismos sao isolados e relacionados com a
supressividade de alguns solos (WHIPPS, 1997). Contudo, um solo biologicamente
supressivo provavelmente ndo podera ser explicado em termos de um Unico antagonista

(REIS,1991).

2.4 - VARIABILIDADE GENETICA VIA RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

A caracterizagdo molecular tem sido realizada com véarios objetivos, dentre eles tém-
se a quantificagdo da diversidade e a determinacdo da estrutura genomica. A interpretacao da
diversidade ¢ feita por meio de uma medida de dissimilaridade, quase sempre visualizada por
métodos de agrupamento. J4 os niveis de variagdo genética podem ser obtidos por varios
procedimentos, como pela andlise de varidncia molecular. Marcadores moleculares permitem
acessar o genoOtipo e a variabilidade do DNA das plantas e microorganismos, para
identificarem polimorfismo e associar os genes de efeito maior (MILACH, 1998).

Tem-se observado o avango de varias técnicas que permitem identificar
variabilidade em nivel de DNA. Pode-se verificar através do estudo de DNA, a existéncia de
um grande numero de marcadores genéticos polimorficos, os quais sao amplamente utilizados
na identificacdo de paternidade, no mapeamento genético e nos estudos evolucionarios
(BECCKMANN, 1989; GIBSON e SMITH, 1989; WILLIAMS et al., 1990).

Ap6s o desenvolvimento da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) por SAIKI et al.
(1988), muitos estudos ao nivel de marcadores moleculares tornaram-se possiveis ou
simplificados. A reagdo envolve um processo ciclico, no qual a enzima DNA-polimerase
permite que o DNA de uma regido selecionada do genoma seja amplificado varias vezes, para
qual sdo fornecidos os iniciadores (primers — oligonucleotideos especificos).

Entdo, o ciclo se repete ¢ em cada ciclo o nimero de copias da seqiliéncia alvo ¢é
duplicado, resultando numa amplificacdo exponencial (LANDDERGREN, 1993; ALBERT,
1997; SOUTO et al., 2000).

A técnica RAPD foi descrita, inicialmente, por dois grupos de pesquisadores:
Williams et al. (1990), que a denominaram de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)
e por Welsh e McClelland (1990), com o nome de Arbitrarily Primed Polymerase Chain
Reaction (AP-PCR) (citados por MILACH, 1998). Embora as versoes sejam distintas nos
detalhes técnicos, sdo iguais no fundamento, pois se baseiam na amplificacdo de fragmentos

de DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction), seguida da separagdo desses fragmentos por
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eletroforese em meio semi-solido e visualiza¢do, com o auxilio da coloragdo em brometo de
etidio e exposi¢ao em luz ultravioleta (FERREIRA ¢ GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH,
1998).

Segundo Borém e Miranda (2005), esta técnica (PCR) consiste em extrair o DNA
dos individuos a serem analisados e submeté-lo as reagdes de amplificagdo, utilizando-se um
iniciador de polimerizacdo do DNA diferente de cada vez. Um produto de amplificagao ¢
gerado para cada regido cromossomica flanqueada por um par de sitios de iniciacdo,
distanciada no maximo 5 kb (quilo bases nucleotidicas) uma da outra e na orientagdao
apropriada. Individuos geneticamente distintos produzem diferentes padroes de fragmentos
amplificados. O processo de amplificagao de fragmentos consiste na desnaturacao do DNA -
molde, na hibridizagdo do iniciador com a fita simples do DNA, com base na homologia de
seqiiéncia e na polimerizacdo da seqiiéncia complementar ao DNA - molde. Esse ciclo de
separagdo da fitas da hélice dupla, hibridizagdo e polimerizag¢ao sdo repetidos inlimeras vezes
com o objetivo de amplificar a seqiiéncia reconhecida pelos iniciadores no genoma. Apds a
amplificacdo, os fragmentos sdo separados por eletroforese em gel de agarose. Para
observacao das bandas de DNA, o gel ¢ corado com brometo de etidio e elas sdo visualizadas
sob luz ultravioleta.

No caso do RAPD, o DNA a ser amplificado ¢ desnaturado pelo aquecimento da
amostra (a 94° C). Na presenca da DNA polimerase e de dNTPs, os iniciadores se hibridizam
(a 55° C) com seqiiéncias especificas do DNA- molde, dando inicio & sintese (a 75° C) do
novo DNA. O primeiro ciclo ¢ caracterizado por um produto de comprimento indeterminado,
que se acumula em progressao aritmética. Entretanto, a partir do segundo ciclo sdo produzidos
segmentos curtos, que se acumulam exponencialmente a cada ciclo sucessivo de amplificagao,
resultando em milhdes de fragmentos ap6s 20 a 40 ciclos (BOREM e MIRANDA, 2005).

Diversas técnicas estdo disponiveis para a deteccdo da variabilidade genética na
seqliéncia do DNA, indicando polimorfismos existentes. GODOY (2005) diz que a utilizagao
de técnicas moleculares permite a identificacdo de pontos de referéncia do DNA,
denominados de marcadores genéticos.

Os distintos tipos de marcadores moleculares hoje disponiveis diferenciam-se pela
tecnologia utilizada para revelar a variabilidade em nivel de DNA, e assim variam quanto a
habilidade de detectar diferencas entre individuos. (POLASTRE, 2002). Segundo MILACH
(1997), as metodologias para identificar os principais tipos de marcadores moleculares podem
ser classificadas em dois grupos: por hibridizagdo ou por amplificacdo de DNA.

Entre os identificados por hibridizacao estdo os marcadores RFLP (Polimorfismo de
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Comprimento dos Fragmentos de Restrigdo) e Minissatélites ou Locos VNTR (em inglés
“Variable Number of Tandem Repeats"). Dentre os revelados por amplificagdo incluem o
marcador do tipo: RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso), Microssatélites e
AFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados).

A classe de marcadores identificados por amplificagdio de DNA com variagcdes na
PCR, em comparagdo com as técnicas que envolvem a hibridizacdo de DNA, geralmente, ¢ de
custo relativamente menor, mais facil e de menor tempo para a obten¢do dos resultados
(MILACH, 1998; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Williams et al. (1990) e Welsh e Mcclelland (1990) propuseram uma outra técnica
para obten¢ao de polimorfismos de DNA, baseada na amplificacdo de seqiiéncias de DNA ao
acaso pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR) com primers arbitrarios, denominada de
RAPD. O polimorfismo ¢ detectado pela presenca de um fragmento especifico amplificado
em um individuo comparado com a auséncia do mesmo em outro individuo (WILLIAMS et
al., 1990; FAIRKANKS et al.,, 1991). Como os sitios de ligacdo do iniciador estdo
distribuidos ao acaso pelo genoma, polimorfismos nestes sitios resultam em diferentes
produtos de amplificagdo (BARDAKCI e SKIBINSKI, 1994).

A natureza molecular do polimorfismo RAPD ndo ¢ inteiramente conhecida.
Entretanto, evidencias experimentais indicam que diferencas de apenas um par de base
(mutacdes de ponto) s@o suficientes para causar a ndo complementaridade do iniciador
(seqiienciador) de iniciacdo e assim impedir a amplificagdo de um segmento com o sitio
(WILLIAMS et al., 1990). Outras fontes de polimorfismo podem incluir delecdes de sitios de
iniciagdo ou inser¢cdo que colocam dois sitios de iniciagdo adjacentes a uma distancia acima
daquela que a DNA polimerase ¢ capaz de percorrer. Assim, o polimorfismo genético
detectado pelos marcadores RAPD tem natureza bindria, isto ¢, o segmento amplificado
(banda no gel) esta presente ou ausente (POLASTRE, 2002).

Pela técnica de RAPD, a deteccao de varios polimorfismos ¢ simples, facil, rapida e
necessita de pequenas quantidades de DNA gendomico (HU e QUIROS, 1991; WILLIAMS et
al., 1990). Essa técnica tornou-se amplamente utilizada para a identificacdo de marcadores
genéticos associados a determinados fenotipos para estudos de variabilidade genética, assim
como para a identificagdo de organismos e na resolucao de grupos taxondmicos (ROSATO et
al., 2002).

Sua rapidez ¢ uma das vantagens na caracterizagdo de recursos bioldgicos quando
comparada com as analises de isoenzimas ou RFLP (ANDERSEN ¢ FAIRBANKS, 1991). A

ndo discriminagdo dos heterozigotos ¢ uma das desvantagens dessa técnica. Como o0s
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marcadores RAPD se comportam como marcadores genéticos dominantes, ndo sdo possiveis
distinguir se a presenca de uma banda ¢ gerada pela amplificagdo de um loco homozigoto ou
heterozigoto (WILLIAMS et al., 1990).

A diversidade genética ¢ a por¢do hereditdria de uma variagdo possivel de ser
observada ¢ mensurada (MORALES; VALOIS, 2000). Segundo esses autores, pode ser
empregado como termo alternativo para representar a variagdo genética, indicando o
somatorio da informagdo genética conhecida e potencial. Logo, quantifica o nimero de
genotipos possiveis de ser detectado em uma populagdo ou em qualquer hierarquia. Assim
sendo, a caracterizacdo com o uso de marcadores moleculares tem sido util, em virtude da

diversidade, em nivel molecular, ser bem maior que a morfolégica (MUHLEN, 1999).

2.5 - MEDIDAS PARA ESTIMAR A DIVERSIDADE

Hé duas maneiras bésicas para se inferir a diversidade genética: uma de natureza
quantitativa e outra preditiva (CRUZ e CARNEIRO, 2003). Segundo esses autores, dentre os
métodos quantitativos tém-se as analises dialéticas, mas, a aplicagdo ndo ¢ apropriada, por ser
extremamente trabalhosa e de alto custo. Ja os métodos preditivos sdo viaveis e tomam por
base as diferencas morfologicas, agrondmicas ¢ moleculares, quantificando-as por alguma
medida de dissimilaridade que expressa o grau de diversidade genética entre os genotipos.
Assim, trés medidas de dissimilaridades podem ser aplicadas para representar a diversidade
em cole¢des de germoplasma, que se diferenciam com o tipo de varidvel obtida, ou seja, se
quantitativas, binarias ou multicategoricas (CRUZ e CARNEIRO, 2003). Porém,
independente da variavel, essas medidas sdo freqlientemente interpretadas e visualizadas por
técnicas multivariadas.

Para dados moleculares, onde se obtém uma matriz composta por dados bindrios,
representados pelo numero 0 (auséncia) e 1 (presenca de bandas), aplicam-se varios indices de
similaridades que variam de 0 a 1, sendo as dissimilaridades obtidas de seus complementos
(CRUZ et al., 2004; CRUZ e CARNEIRO, 2003). As propriedades matematicas e genéticas
dos coeficientes de dissimilaridades, obtidos de freqiiéncias alélicas, e dos de similaridades,
gerados de dados binarios, empregados em marcadores moleculares, foram amplamente
discutidas por REIF et al. (2005). Segundo esses autores, quando os dados sdo obtidos por
marcadores que geram alelos ndo informativos ou sdo organizados em uma matriz bindria,
eles permitem a andlise apenas pelo uso de coeficientes de similaridade e destacaram trés

deles como os mais importantes: o de coincidéncia simples (SSM), o de Jaccard (SJ) e o de
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Dice (SD), sendo que os dois ultimos ndo contabilizam valores nulos (00). Relataram, ainda,
que complementos aritméticos desses coeficientes representam dissimilaridades (d =1 - S), as
quais tém propriedades de distdncias e que a dissimilaridade obtida pelo complemento

aritmética do coeficiente de Dice (dD) também pode ser denominada de distdncia de Nei-Li.

3- MATERIAL E METODOS

3.1 - Material Biologico

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio Oficial de Diagnostico Fitossanitario
vinculado a Area de Fitopatologia, do Departamento de Entomologia e Fitopatologia, do
Instituto de Biologia, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e na
Embrapa Amazodnia Oriental (Belém/ PA).

Foram fornecidos pelo Laboratorio da UFRRJ 1 isolado de alternaria sp. e 2 isolados
de Rhizoctonia solani do grupo de anastomose: AG4 ¢ AG7, provenientes de solos do Japdo e
Estados Unidos, respectivamente e 11 isolados de R. solani, todos provenientes da parte aérea
foliar de diferentes culturas (Tabela 1) pertencentes a micoteca da Embrapa (1°27°21’S e
48°30°16”, com altitude de 10,8m). O clima local, segundo a classificagdo de Koppen,
corresponde ao tipo quente e umido (Afi), caracterizado por uma estagdo chuvosa com
precipitagio média de 2.740 mm, temperatura média de 26°C e umidade relativa do ar

proxima de 80%.

TABELA 1: Relacdo dos 13 isolados de R. solani obtidos de diferentes plantas, para estudos

da variabilidade genética por meio de marcadores RAPD.

CULTURAS NOME CIENTIFICO
ACACIA Acécia farnesiana (L.) Willd.
BASTAO DO IMPERADOR Etlingera elatior (Jach) R. M. Sim
CAFE Coffea arabica L.
CITRUS Citrus sinensis (L.) Osbeck
CUPUACU Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.)
CHAMA Cayaponia espelina (Manso) Cogn.
MELANCIA Citrullus vulgaris Schrad

MILHO Zea mays L
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NIM Azadirachta indica A. Juss
PUERARIA Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth
RUCULA Euruca sativa (L.) Cav.

AG4

AG7

3.2- Meios de cultura

3.2.1- Meio Batata Dextrose Agar (BDA).

TABELA 2. Composi¢ao do meio de cultura BDA (Batata- Destrose - Agar).

Composicdo do meio de cultura Quantidade
Batata 100 g

Agar I5¢g

H,0 Destilada 200 ml

A batata foi cozida por 30 minutos em 200 mL de agua e filtrada em gaze sendo
adicionado o Agar. O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 1 N, seguido de autoclavagem a
120°C durante 20 minutos.

3.2.2- Meio BD liquido.

TABELA 3. Composi¢dao do meio de cultura BD liquido.

Composic¢do do meio de cultura Quantidade
Batata 100 g
H,O Destilada 200 ml

3.2.3- Cultivo do Fungo

Os isolados foram cultivados em meio batata-dextrose-agar (BDA), a 25°C, e
posteriormente repicados para meio liquido (MILLS et al., 1994) e mantidos sob agitacdo no
escuro, durante 7 dias. Apds isto, o micélio de cada isolado foi filtrado sob vacuo e recolhido

para placas de Petri esterilizadas e liofilizados.
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3. 3- Isolamento e Repicagem do patégeno

Os isolados foram obtidos a partir de folhas com sintomas caracteristicos da doenga
(queima foliar) coletadas no estado do Para, catalogadas e herborizadas no Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Amazdnia Oriental (Belém/PA). Apds lavagem do material com
agua e sabao, foram efetuados pequenos cortes na regido de transi¢ao da lesao e procedeu-se a
desinfestacdo superficial em é4lcool 70% durante 30 segundos e em hipoclorito de sdédio a
1,5% por um minuto, sendo em seguida lavados por duas vezes consecutivas em agua
destilada esterilizada (ADE). O procedimento foi realizado em cadmara de fluxo laminar. O
material foi plaqueado em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) com o auxilio de uma
pinga flambada. As placas foram vedadas com papel filme para se obter colonias de
Rhizoctonia solani (Figura 2) visando estudos posteriores.

A Tabela 4 apresenta a relagdo das 22 isolados de R. solani, para estudos referentes a
caracterizacdo morfoldgica do respectivo patogeno. Os parametros a serem analisados sdao o
crescimento micelial, patogenicidade, cloracdo das colonias, presenca e/ou auséncia de

microesclerddios.

TABELA 4- Rela¢do dos 22 isolados de R. solani de culturas diferentes, para estudos
referentes ao crescimento micelial, patogenicidade, cloracdo das coldnias, presenca e/ou

auséncia de microesclerodios.

CULTURAS NOME CIENTIFICO
ACACIA Acécia farnesiana (L.) Willd.
BASTAO DO IMPERADOR Etlingera elatior (Jach) R. M. Sim
BRACHIARIA Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich)
CAFE Coffea arabica L.
CAUPI Vigna unguiculata (L.) Walp.
CITRUS Citrus sinensis (L.) Osbeck
CUPUACU Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.)
CHAMA Cayaponia espelina (Manso) Cogn.
JAMBU Spilanthes Oleracea
MARACUJA Passiflora incarnata L.
MELANCIA Citrullus vulgaris Schrad

MILHO Zea mays L



NIM
PEPINO

PUERARIA
REPOLHO

RUCULA

SOJA

SORRISO DE MARIA
TECA

URUCUM

PIMENTA DO REINO
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Azadirachta indica A. Juss
Cucumis sativus L.
Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth
Brassica oleracea
Euruca sativa (L.) Cav.
Glycine max (L.) Merr.
Astertradescantii L.

Tectona grandis L. F.

Bixa orellana L.

Piper nigrum L.

Cada isolado de R. solani foi semeado em 3 placas de Petri contendo meio BDA. As

placas foram mantidas em incubadora a uma temperatura constante de 25°C no escuro.

O crescimento micelial foi avaliado em intervalos de 24 horas, pela medicdo do

diametro da colonia em dois sentidos diametralmente opostos, com auxilio de uma régua

milimetrada.

Figura 2: Repicagem de Rhizoctonia solani em meio de cultura BDA. Universidade Federal

Rural do Rio de Janeiro, 2007.

Os dados obtidos, com relacdo ao crescimento do micélio, foram submetidos a analise

estatistica utilizando o programa SISVAR, sendo a média dos tratamentos comparados pelo

teste de Scott-Knot a 5% de probabilidade.



35

3. 4 - Teste de patogenicidade

3.4.1- Isolamento

No teste de patogenicidade dos isolados fitopatogénico, avaliou-se a presenga ou
auséncia de sintomas. Foram utilizadas folhas sadias destacadas de 22 plantas (Tabela 4),
coletadas no campo e desinfetadas superficialmente com agua e sabao.

Placas de Petri com 9 cm de diametros contendo meio BDA, foram retirados pequenos
discos de micélio de 0,5 cm de didmetro, dos diferentes isolados fingicos, colonias puras e
depositados sobre as folhas, previamente desinfetadas e ferida com auxilio de uma agulha
esterilizada, em pontos eqiiidistantes. Para tratamento controle (testemunha) foram utilizados
discos de BDA, porém sem o inoculo, e depositados na superficie foliar conforme ilustra a

Figura 3.

A B

Figura 3: Folhas destacadas com pequenos ferimentos na superficie foliar, para as inoculagdes
com os respectivos isolados. A e B - correspondem folhas de citrus (Citrus sinensis (L.)
Osbeck) e Bastao do Imperador (Etlingera elatior (Jach) R. M. Sim), com discos de 0,5 cm de
diametro com micélio do fungo, respectivamente. Embrapa Amazoénia Oriental, Belém — PA,

2007.

Em seguida, as folhas inoculadas e testemunha (Figura 4) foram colocadas em
temperatura de 24°C dentro de sacos plasticos transparentes ¢ umedecidas com ADE para
formar uma camara umida, para posterior analise. E com a base do peciolo envolvido por
algodao hidratado com é4gua.

Diariamente foram feitas observagdes para registrar o periodo de incubagdo,

caracterizado pelo espaco de tempo decorrido entre a inoculagdo e o aparecimento dos
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sintomas.

Figura 4: Folhas destacadas e inoculadas com discos de micélio, colocadas dentro de sacos
plasticos transparentes e umedecidas para forma¢do de uma camara umida. Embrapa

Amazonia Oriental, Belém — PA, 2007.

3. 5- Obtencédo do micélio para a extracdo do DNA genémico

Ap0s 4 dias de crescimento do fungo Rhizoctonia solani em placa de petri, trés discos
de micélio, de cada isolado, com aproximadamente 0,5 cm de diametro, foram transferidos
para frascos de Erlenmeyers de 250 ml contendo 100 ml do meio liquido BD, a fim de obter-
se o micélio do fungo. Em seguida, os Erlenmeyers foram colocados em um agitador
horizontal com velocidade maxima de 143 rpm a uma temperatura que variava de 24° a 27°C
por um tempo de 72 horas. Apo6s quatro dias, o micélio foi coletado, coado em papel de filtro
e colocado na bomba a vécuo.

As reacdes foram desenvolvidas de acordo com protocolo de Williams et. al. (1990).

3. 6- Extracdo do DNA dos isolados fungicos

Para extragdo do DNA dos 14 isolados, conforme apresenta a Tabela 5, sendo que um
isolado de alternaria sp, utilizou-se o produto DNAzol. O DNA gendmico foi extraido de 50
mg de micélio, previamente macerado em nitrogénio liquido, utilizando-se o protocolo de

extracdo de Williams et al. (1990), com pequenas modificagdes.
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TABELA 5. Relagdo dos 13 isolados de R. solani, e 1 isolado de alternaria sp com suas

respectivas identificagdes, para as reagdes RAPD.

CULTURAS Identificacdes dos Isolados/ RAPD
CHAMA R1
RUCULA R2
BASTAO DO IMPERADOR R3
CUPUACU R4
MELANCIA RS
PUERARIA R6
AG7 R7
AG4 RS
NIM RO
CITROS R10
Alternaria sp. All
MILHO RI12
ACACIA R13
CAFE R14

Ap6s a formagdo de um pd, foi adicionado 600 pL do produto DNAzol. e o macerado
foi transferido imediatamente para um tudo de eppendorf de 1,5 ml.

Em seguida foi levado ao Fisher Vortex Genie 2, por 5 minutos, ¢ adicionou-se 600
uL de um solvente orginico CIA (Cloroférmio- Alcool Isoamilico - 24:1), sendo
homogeneizado e centrifugado durante 10 minutos numa velocidade maxima de 12.000 rpm,
para a separagdo das fases organicas e aquosas. E novamente os tubos foram colocados ao
Fisher vortex Genie 2, durante 5 minutos.

A fase aquosa foi transferida cuidadosamente para um novo tubo (500 pL), de modo
que as duas fases formadas ndo fossem novamente misturadas. O sobrenadante foi transferido,
e o DNA foi precipitado com etanol absoluto gelado a uma temperatura de 4° C (450 pL).
Foram agitadas as amostras para formar uma emulsao homogénea, invertendo os tubos de seis
a oito vezes e deixando-os em repouso em temperatura ambiente por cinco minutos.

Os tubos foram novamente centrifugados em uma microcentrifuga com a velocidade
maxima de 12.000 rpm durante cinco minutos, para que o DNA fosse precipitado, formando o

pellet. Posteriormente, fez-se a lavagem dos pellets com o mix concentrado: 1 volume de
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DNAZzol + 0,75 volume de etanol absoluto. Em seguida, adicionou-se 600 pL. deste mix nas
amostras ¢ o pellet foi ressuspendido com o auxilio da ponteira. Foi realizada uma ultima
centrifugacdo de cinco minutos a 12.000 rpm. Retirou-se cuidadosamente todo o etanol e os
pellets foram colocados para secar por aproximadamente uma hora a 37°C em banho maria
(DAIGGER. DRY BATH). Em seguida, foram adicionados 30 pL. de dgua ultra-pura para
posterior quantificacao.

As amostras de DNA quantificadas foram armazenadas em um freezer a (-20°C) para

uso nas reagdes de RAPD.

3. 7- Quantificacao e diluicdo do DNA gendmico

Os DNAs extraidos foram submetidos a eletroforese horizontal e quantificados em gel
de agarose a 1%, visualizado em luz ultravioleta, a partir da compara¢do de concentragdes
crescentes de DNA lambda (20, 50, 100 e 200 ng/ulL). Utilizou-se 5 pL de DNA,
adicionando-se 2 puL. de tampao de carregamento e 4 pL. de agua destilada e autoclavada.

Apds a quantificacdo, os DNAs foram diluidos a partir da amostra total com agua
destilada e autoclavada na concentragdo de trabalho, 5 ng/puL. As aliquotas foram
armazenadas a —20° C.

A diluigdo do DNA foi realizada considerando-se a formula C .V = C1 .V1 , onde:

C = ¢ a concentracdo lida de DNA na quantificagao;
V = ¢ o volume desejado a ser pipetado do DNA concentrado;
C1 = ¢ a concentragao de trabalho correspondente a 5 ng/ uL;

V1 = ¢ o volume final correspondente a 500 pL .

3. 8- Reacdo de RAPD

O protocolo utilizado foi o descrito por Williams et al. (1990) com pequenas
modificacdes. As reagdes de amplificagdo foram realizadas em um volume final de 13 pL
contendo agua destilada autoclavada, tampao para PCR (20 mM de Tris HCI pH 8,0 ¢ 50 mM
de KCI), 2 mM de MgCl,, 1 mM dNTP, BSA purificada (2,5 ng/ml), primer arbitrario 1,3
mM, 1 U.L. de Taq polimerase e 15 ng de DNA gendmico.
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3. 9- Amplificagdo do DNA - RAPD

A amplificagdo foi baseada em método descrito por Williams et al. (1990), usando um
primer de dez pares de bases nucleotidicas, da marca Operon Technologies Inc., Alameda,
CA, EUA (OPA2 e OPA3), em tubos de 0,2 ml.

As amplificagdes foram realizadas em termociclador PCR Express HyBAID, sendo
executados 40 ciclos de 92° C a 1 minuto (desnaturacio das fitas de DNA), 36° C a 1 minuto
(anelamento do iniciador), 72°C a 2 minutos (extensdo e polimerizagdo pela enzima Tagq
DNA-polimerase), seguido de um ciclo final a 72°C por 10 minutos, para a completa extensio
dos produtos amplificados. A Figura 5 ilustra esquematicamente uma reagao de PCR utilizada

na obtencao de marcadores RAPD.

‘ ‘ DNA-molde

[ Primeiro ciclo
'i Desnaturacio e sintese

Segundo ciclo

v I ‘L Desnaturacio e sintese
| & | Terceiro ciclo
i v Desnaturacio e sintese
| & | & | & | & gic
i ¥ .
DNA- molde

Iniciador (primer)
.............. DNA novo

Figura 5: Esquema da reacao em cadeia da polimerase (PCR).
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3.10- Preparo do gel 1,5%

Foram utilizados 1,5 g de agarose ultrapura em 100 mL de TAE 1X. Ferveu-se a
suspensdao em forno de microondas até que as particulas de agarose em suspensdo ficassem
invisiveis (cerca de trés a quatro minutos). A completa dissolugdo de agarose foi alcancada
agitando-se gentilmente o frasco em intervalos regulares durante o processo de fervura. Apos
a completa dissolu¢do da agarose, a mistura foi colocada sob dgua para resfriamento até
atingir uma temperatura entre 40°C a 60° C ¢ entdo acrescentado 15 pL de brometo de etidio
(mg/ml).

ApOs o preparo, a solugao foi vertida no suporte de gel, e em seguida, foram colocados
dois pentes (cada um com 8 dentes) sendo um em uma das extremidades e o outro a cerca de

dez centimetros de distancia, formando “pog¢os” ou canais onde foram aplicadas as amostras.

3.11- Aplicacao das amostras no gel de agarose

As reagdes amplificadas foram retiradas do termociclador e carregadas com 1,5uL de
tampao de carregamento 6x (azul de bromofenol). Foi aplicada em cada “pogo” uma aliquota
de 13 pL de cada amostra ¢ 12 pL. de DNA padrao (Ladder).

Ap0s esta etapa o gel foi submerso na solucdo tampao colocado no tanque de aparato
de eletroforese. O tampao de eletroforese teve a mesma composi¢do do tampao utilizado na
confec¢ao do gel. O tempo de corrida foi estimado em duas horas e trinta minutos até que a
solucdo corante atingisse a regido proxima da borda inferior do gel (Figura 6). Aplicou-se

durante a corrida, uma voltagem constante de 80 V.

Figura 6: Aplicagdes das amostras de DNA no gel de agarose. Universidade Federal Rural do

Rio de Janeiro, 2007.
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3. 12- Analise dos produtos e Visualiza¢édo

Para separacdo dos produtos amplificados foi utilizada a eletroforese horizontal, em
gel de agarose a 1,5 %, preparado em TAE 1X, corado com 0,5uL™" de brometo de etidio para
visualizacdo do DNA sob luz ultravioleta (UV). Onde os produtos de amplificagdo foram
separados sob uma voltagem constante de 80 Volts durante duas horas e trinta minutos. O
DNA padrao, com fragmentos de tamanhos conhecidos utilizado foi o Ladder 1 kb.

Apds a eletroforese, as bandas foram visualizadas, com deteccdo em luz UV e os
resultados foram fotografados por uma camera acoplada a um sistema computadorizado
denominado ALPHA INNOTECH CORPORATION/ALFHA DIGI DOCTM, para posterior

analise.

3. 13- Analise computacional dos dados

A andlise dos marcadores RAPD polimérficos foi realizada em planilha no programa
Microsoft Excel utilizando a relagdo individuo e primer com suas respectivas massas
moleculares com o intuito de gerar dados para uma matriz de similaridade a qual fornece as
informacdes necessarias para os resultados finais. Os valores da planilha foram dados de
acordo com a presenga e auséncia de bandas.

Quando um marcador esta presente em um individuo, ¢ fornecido ao mesmo, na
planilha, o nimero 1 (um), caso contrario, ou seja, na auséncia da banda, ¢ fornecido o
numero zero (0) e no caso de duvidas em relagdo ao fragmento fornecemos o nimero 9
(nove). Em seguida, a matriz foi gerada utilizando o programa NTSYS (Numerical Taxonomy
and Multivariante Analysis System, versao 2.02), desenvolvido por Rohlf (1994).

A similaridade entre as amostras foi analisada através dos coeficientes de Jaccard
(Sneath e Sokal, 1973). Representado na seguinte forma:

Jaccard: Sj=. a

atb+c

em que:
a = numero de casos em que a banda esta presente nos dois genétipos, simultaneamente;
b = niimero de casos em que a banda esta presente somente no genotipo i;
¢ = numero de casos em que a banda estd presente somente no genotipo j.

A partir da matriz, os clusters (dendrograma) foram gerados pelo método UPGMA
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(Unweighted Pair Group Mean Average), que ¢ um método de média aritmética ndo

ponderada, onde foi expresso na forma de dendrograma.

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Crescimento micelial do patégeno

Houve variagdo na velocidade do crescimento micelial dos 22 isolados de R. solani,
em fung¢do do meio utilizado (BDA) e das proprias caracteristicas morfologicas.

Os resultados das andlises de variancia que estdo apresentados na Tabela 6, indicam
efeitos significativos ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F, entre os tratamentos em

relacdo ao crescimento micelial do fungo.

TABELA 6. Resumo da analise de varidncia para o crescimento micelial de Rhizoctonia

solani, oriundo de diferentes culturas a 25°C por 3 dias.

C.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 22 178, 6846 7,7689 10,34 *
Residuo 2 0,1495 0,0747
Total 71 213,4109 0,7517
CV (%) 17,11
Média 5,07

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

As médias do crescimento micelial permitiu a divisdo dos isolados do patégeno em 4
grupos. O grupo 1 estdo representados pela letra A, Grupo 2 representados pela letra B, grupo
3 representados pela letra C e grupo 4 representados pela letra D, conforme ilustra a Tabela 7.

Os isolados de R. solani das culturas bastdo do imperador, brachiaria, citros, melancia
e racula apresentaram maior crescimento micelial, com didmetros médios de 7,88 cm; 7,39
cm; 7,35 cm; 7,11 cm e 6,97 cm, respectivamente, a temperatura de 25°C durante 3 dias de
incubacdo, os quais ndo diferiram significativamente entre si, enquanto que 0S menores
crescimentos foram observados nos isolados de chama, café, e soja, cujos didmetros médios
do micélio foram respectivamente de 2,93 cm; 2,49 cm e 2,14 cm. Os isolados das demais

culturas estudadas apresentaram crescimento intermediario.
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Apesar dos isolados sorriso de maria, pertencente a familia Asteraceae e bastdo do
imperador, da familia Zingiberaceae, serem plantas ornamentais, apresentaram crescimento
micelial in vitro diferentes entre si, onde o isolado sorriso de maria apresentou um
crescimento micelial menor com 5,13 cm de diametro, que o isolado bastdo do imperador com
7,88 cm de didmetro, fato este que possa ser explicado em fungdo da temperatura (25°C)
estabelecida e do periodo de incubagao (3 dias).

No trabalho de Mafia et al. (2005), observou-se tendéncia de maior crescimento
micelial de Rhizoctonia solani, a 28°C, evidenciado pelo maior didmetro médio das coldnias e
pelas maiores taxas de crescimento médio. Nessa temperatura, a colonia teve, em média, 8,4
cm de didmetro apds 72 horas de incubacgao e, portanto, taxa de crescimento equivalente a 2,8

cm.dia™.

TABELA 7. Crescimento micelial em didmetro de Rhizoctonia solani oriundo de diferentes

culturas a 25°C por 3 dias, representados com seus respectivos grupos.

Tratamentos Didmetro do micélio (cm)
Bastdo do Imperador 7,88 A ™Y
Brachiaria 7,39 A

Citros 7,35 A > Grupo 1
Melancia 7,11 A

Rucula 6,97 A _J

Teca 6,40 B —

Pueraria 6,17B

Milho 5,85B

Caupi 5,78 B > Grupo 2
Urucum 5,77 B

Acacia 5,26 B

Sorriso de Maria 5,13B -

Nim 4,55 C~

Pimenta do reino 431 C

AG4 431C

Cupuagu 4,27 C Grupo 3
Jambu 409C -

Pepino 4,05 C

AG7 385C

Repolho 3,84 C D

Maracuja 3,73C

Chama 293D

Café 2,49 D } Grupo 4
Soja 2,14 D

Meédias seguidas por letras distintas entre si diferenciam os tratamentos, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo Teste de Scott-Knott.



44

No estudo de Nechet ¢ Halfeld-Vieira (2006) com Rhizoctonia solani em feijao-caupi,
verificou-se que a taxa de crescimento micelial variou de 2,1 — 5,3 cm.dia™ para os isolados
de mata sdo de 2,7 — 5,8 cm.dia™ para os isolados de cerrado.

Com relagdo a coloracdo das colonias (Figura 7A, 7B e 7C), observou-se que os
isolados de chama, rucula, AG7, AG4, pueraria, citros, soja, braquidria, feijao - caupi, pepino,
acacia, repolho e jambu, apresentaram colonias de coloragdo marrom claro (Figura 7 A),
enquanto que a colonia do isolado bastdo do imperador apresentou coloragdo marrom-
alaranjado (Figura 7 B).

Por sua vez, foi observado nos isolados cupuagu, melancia, nim, urucum, alternaria
sp., milho, teca e café, apresentaram colonias de coloracdo marrom escuro e anéis

concéntricos bem visiveis conforme ilustra a Figura 7 C.

- |

Figura 7. Crescimento micelial e coloragdo das colonias de R. solani oriundas de diferentes
culturas 4 25°C durante 10 dias. A: isolado chama (Cayaponia espelina (Manso) Cogn), B:
isolado bastdo do imperador (Etlingera Elatior (Jach) R. M. Sim) e C: isolado teca (Tectona
grandis L. F). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 2007.

A formacgao de microesclerédios somente foi observada no periodo de 3 a 4 dias, numa
temperatura em torno de 25°C, nos isolados brasileiros: isolado de melancia, nim, soja,
repolho, jambu e teca, conforme ilustra a Figura 8. Fato ndo encontrado nos isolados
referentes aos isolados do Japdo (AG4) e Estados Unidos (AG7) com relagdo a mesma

temperatura.
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Figura 8. Formagdo de microesclerddios de Rhizoctonia solani obtidos em meio de cultura
BDA. Temperatura de 25°C e umidade relativa em torno de 80%, durante 3 a 4 dias.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 2007.

Resultado similar foi obtido por Silveira et al. (2000) os quais observaram que
nenhum dos isolados microesclerodiais brasileiros, foi morfologicamente idénticos aos
representantes japoneses de Rhizoctonia solani do grupo de anastomose AG1-IB, e ausentes
de microesclerodios.

Por outro lado, no estudo realizado por Nechet e Halfeld-Vieira (2006), foi verificada
a formagdo de microesclerddios em isolados de Rhizoctonia solani em feijao-caupi, fato que

nao foi observado neste trabalho com a respectiva cultura.

4.2 - Teste de patogenicidade

Os 22 isolados de Rhizoctonia solani obtidos a partir da parte aérea de plantas de acacia,
bastdo do imperador, brachiaria, café, caupi, citrus, cupuagu, chama, jambu, maracuja,
melancia, milho, nim, pepino, pueraria, repolho, ricula, soja, sorriso de maria, teca, urucum e
pimenta do reino mostraram patogénicos devido a presenga de sintomas (queima foliar)
observados num periodo que variaram entre 3 a 4 dias apos a inoculagdo do fungo em folhas
com ferimentos artificiais.

Inicialmente observaram-se lesdes amareladas que evoluiram para manchas de
coloragdo marrom clara seguido de marrom escuro, conforme ilustra a Figura 9. E
conseqiientemente houve uma reducao da area fotossintética com a evolucao dos sintomas nas

folhas.
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Figura 9. Sintomas tipicos de queima foliar induzida por R. solani, observados em folhas de
citrus (Citrus sinensis (L.) Osbeck), apés 3 a 4 dias de inoculagdo. Temperatura de 24°C ¢

umidade relativa em torno de 80%. Embrapa Amazonia Oriental, Belém- PA, 2007.

Apbs 8 dias de inoculagio, 2 uma temperatura de 24°C e umidade relativa em torno de
80%, observaram-se a formacao de microesclerodios na superficie das folhas com ferimentos
artificiais, inoculadas com discos micelial. No entanto, em folhas destacadas na auséncia de
ferimento apresentaram os sintomas tipicos da doenca somente apds 10 e 11 dias de

inoculacao conforme ilustra a Figura 10.
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Periodo de incubacéo
(dias)
@

COM FERIMENTO SEM FERIMENTO

M¢étodo de inoculagao

Figura 10: Periodo de incubagdo (dias) nas plantas, até o aparecimento dos sintomas em
folhas destacadas, com ferimentos € sem ferimentos, inoculadas com Rhizoctonia solani em

condicdes laboratoriais. Temperatura de 24°C ¢ umidade relativa em torno de 80%.

Relatos semelhantes foram obtidos também por Ogoshi (1987); Pascual et al., (2000),
onde R. solani associada a doengas com sintoma de queima foliar em diversas culturas, como
feijdao, milho, sorgo, algodao, soja e arroz, podem pertencer ao grupo de anastomose AGI-IA
ou AGI-IB, apos 7 dias de inoculag@o do patogeno.

No Brasil, isolados de Rhizoctonia spp. binucleados ja haviam sido relatados
associados a podriddo do hipocdtilo na soja descrito por Fenille et al., (2002), necrose em
eucalipto estudado por Silveira et al., (2002) e podridao do colo e/ou radicular no feijoeiro
conforme estudos feito por Ceresini e Souza, (1997). Resultado similar também foi obtido por
Silveira et al., (2000), onde eles citaram que o isolado de Rhizoctonia solani (RH-21), ¢ o
causador da mela do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), obtido de Linhares-ES, classificado no
grupo brasileiro de R. solani "AG1-IB similar".

Segundo Mafia et al. (2005), estudando a queima foliar e tombamento de mudas em
plantas medicinais da familia Labiatae, causadas por Rhizoctonia solani AG1- 1B confirmou-
se que com a reproducdo dos sintomas da doenca por inoculagdo artificial nas mudas e o
reisolamento indireto, em meio de cultura batata dextrose agar (BDA), do mesmo fungo a
partir de tecidos doentes confirmou-se Rhizoctonia solani, como agente etiologico da doenga,

conforme ¢ observado no presente trabalho.
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4.3 - Variabilidade Genética

O procedimento seguido na execucdo deste trabalho permitiu detectar que as extragdes
de DNA gendmico possibilitaram a obtencdo de DNA em concentragdes que variaram de 10
ng/uL a 50 ng/pL.

Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 11 (RAPD). Obteve-se um total
de 17 fragmentos RAPD, com tamanhos variando de 800 a 1800 pb (pares de bases
nucleotidicas), amplificados pelos 2 primers utilizados (OPA2 e OPA3) da Operon, gerando
100% de polimorfismo dos 14 isolados, sendo que o OPA2 amplificou nove (9) bandas ¢ o

OPA3, oito (8) bandas polimorficas.

- )
R2 R3 R4 R5 R6 RY

Figura 11: Eletroforese em gel de agarose, mostrando o polimorfismo de Rhizoctonia solani,
pela técnica de RAPD com o primers OPA 2. M corresponde ao marcador Ladder 1 kb, e os
genotipos analisados sdo: R1 - chama (Cayaponia espelina (Manso) Cogn.), R2-rtcula
(Euruca sativa (L.) Cav.), R3- bastao do imperador (Etlingera elatior (Jach) R. M. Sim), R4 —
cupuagu (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.), R5— melancia (Citrullus vulgaris
Schrad), R6— pueraria (Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth), R7- AG7, R8- AG4, R9— nim
(Azadirachta indica A. Juss), R10- citrus (Citrus sinensis (L.) Osbeck, A11- alternaria spp,
R12 milho (Zea mays L.), R13— acacia (Acécia farnesiana (L.) Willd.), R14— café (Coffea
arabica L.), R15- controle negativo (sem DNA).
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As estimativas de similaridade genéticas, entre os isolados, obtidas a partir do
coeficiente de Jaccard estdo presentes na Figura 12, onde a similaridade genética média
encontrada entre os isolados de R. solani foi de 21,71%.

A maior similaridade genética foi obtida entre as culturas R7 referente ao isolado de
melancia e R8, isolado nim com indice igual a 1,00. A segunda maior similaridade foi de
75%, entre R5 (isolado de R. solani do grupo de anastomose AG7) e R6 (isolado do grupo de
anastomose AG4).

Grande parte das amostras apresentou pouca ou nenhuma similaridade entre os

isolados.

RI R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 RIO RIl RI2 RI3 RI4
R1 1,00
R2 0,50 1,00
R3 0,13 0,20 1,00
R4 0,13 0,00 0,00 1,00
R5 0,50 0,50 0,00 0,20 1,00
R6 0,43 0,40 0,00 0,17 0,75 1,00
R7 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 000 1,00
R8 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 1,00
R9 0,00 0,00 0,00 0,17 0,00 000 000 0,00 1,00
R10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 0,00 1,00
RI11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 0,00 0,00 1,00
RI12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 0,00 0,50 0,00 1,00
RI13 0,13 0,00 0,00 0,5 020 040 000 000 0,17 0,00 0,00 0,00 1,00
R14 0,20 0,29 029 0,00 0,13 025 000 000 025 0,00 000 0,00 0,13 1,00

Figura 12: Matriz de similaridade genética estimada pelo indice de Jaccard, para todos os

isolados analisados de Rhizoctonia solani.

Na Figura 13, encontra-se o dendrograma gerado pelo método UPGMA, através do
programa NTSYS-pc, 2.02. A partir da média encontrada, a clusterizacdo (Figura 13)
provocou a separacao dos isolados em sete (7) grupos principais.

A maior similaridade genética encontrada entre os isolados foi R7 (AG7) e R8 (AG4)

com 100%. A segunda maior similaridade foi RS, isolado melancia e R6, isolado pueraria
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com 75% enquanto R11, isolado de alternéria sp. ficou completamente isolado dos demais
isolados com nenhuma de similaridade genética fato explicado por pertencer a um grupo
taxonamente distintos.

Quatro grupos foram formados por duplas, os isolados R10, isolado citrus e R12,
isolado milho com 50% de similaridade, R7 isolado de R. solani do grupo de anastomose
(AGT7) e R8 do grupo (AG4) com 100% de similaridade. O isolado R13, isolado acécia e R4
isolado cupuagu com 50%. E o isolado de R3 isolado bastdo do imperador e R14, isolado café
com 29% de similaridade genética, conforme ilustra a Figura 13.

Apenas um grupo apresentou maior numero de isolados, sendo constituido por R1
isolado chama, R2 isolado rtcula, RS isolado melancia e R6 isolado puerdria com 46% de
similaridade. E dividiu-se em dois subgrupos, RS isolado melancia e R6 isolado pueraria com
similaridade genética de 75%, e Rl isolado chama e R2 isolado rtcula com 48% de

similaridade genética (Figura 13).
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Figura 13: Dendrograma gerado pelo método de andlise UPGMA para o coeficiente de
Jaccard, a partir das 17 bandas polimorficas geradas pelo RAPD, dos 13 isolados de

Rhizoctonia solani ¢ 1 isolado de alternaria sp.

Os isolados brasileiros (R1, R2, R3, R4, R5, R6, R9, R10, R11, R12, R13, R14),
apresentaram diferenca no padrdo de polimorfismo comparados com isolado japonés (R8) e
isolado procedente aos Estados Unidos (R7), uma explicagdao para esta diferenga seria o fato
do isolamento reprodutivo (origem geografica) ser mais pronunciado entre populacdes de R.
solani AG4 ¢ AG7, que ¢ um patogeno estritamente do solo, do que entre populacdes de R.
solani brasileiro, patdgeno proveniente de parte aérea foliar das culturas.

Sartorato, Nechet e Vieira (2006), estudando 23 isolados de Rhizoctonia solani em

feijdo caupi, nos ecossistemas de mata e cerrado, através do método RAPD, observaram que
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os isolados coletados no cerrado sao mais divergentes entre si que os isolados coletados no
ecossistema de mata.

A existéncia da divergéncia genética entre isolados/populagdes do fungo Rhizoctonia
solani ja foi observada pelos autores LIU e SINCLAIR (1992) e GOMES et al. (2003). Esses
autores afirmaram que o fungo ¢ altamente variavel, o que explica a divergéncia encontrada
entre os isolados conforme mostra este trabalho. Variagdes quanto as exigéncias para
crescimento micelial in vitro dos isolados, decorrentes do isolamento, entre os isolados
brasileiros, japonés e dos Estados Unidos, podem explicar as variagdes obtidas nos padrdes de
polimorfismo dos isolados. Literatura precedente também confirma haver abundante
variabilidade genética na populagdo mundial de Rhizoctonia solani do grupo de anastomese
AGl ¢ AG4 (REYNOLDS et al.,, 1983; VILGALYS, 1988; LIU e SINCLAIR, 1993;
VILGALYS e GONZALES, 1990).

Desta forma, estes resultados mostram que o uso de marcadores RAPD, pode ser de
grande utilidade para a identificacdo e diferenciagdo de importantes fungos fitopatogénicos,
como referido nos trabalhos de SREENIVASAPRASAD et al. (1993, 1994); CORREL et al.
(1993); CROUS et al. (1993); SHERRIFF et al. (1994); VASCONCELOS et al. (1994);
SHERRIFF et al. (1995) e VIEIRA (1996).
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5- CONCLUSOES

Com os resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:

1. A analise de varidncia mostrou diferenga significativa no crescimento micelial dos
22 isolados estudados.

2. Os isolados de R. solani mostraram-se patogénicos as plantas testadas, causando
sintomas tipicos de queima das folhas nas plantas.

3. O uso da técnica RAPD permite determinar a variabilidade genética entre os 13
isolados de R. solani provenientes do Estado do Para (Brasil), Estados Unidos ¢ Japao.

4. De acordo com o perfil polimorfico dos isolados de R. solani, foi observada a
formacao de sete grupos genotipicos.

5. Os parametros utilizados para estudos de variabilidade genética de R. solani, como
caracteristicas morfoldgicas e molecular podem ser utilizados na diferenciacdo fisioldgica do

fungo.
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CONSIDERACOES FINAIS

O aumento do potencial de produtividade da maioria das espécies agronomicas vem
ocorrendo de forma consistente desde o século XX. Recentemente, a diversidade de
procedimentos cientificos utilizados no melhoramento de plantas foi expandida com o
desenvolvimento de técnicas de cultura de tecidos, de biologias molecular e celular e da
citogenética. Um dos maiores desafios no melhoramento de plantas ¢ a identificacdo de
individuos ou progénies que contém a combinacdo génica desejavel para as caracteristicas de
interesse.

As genéticas quantitativas e mendeliana forneceram os principais subsidios para o
melhoramento de plantas. A genética quantitativa, entretanto, somente fornece informagdes
superficiais sobre a estrutura gendmica, ao passo que a molecular complementa as genéticas
quantitativas e mendelianas para o entendimento da agdo génica.

Os marcadores moleculares podem ser utilizados para estimar a diversidade genética,
facilitar a sele¢do genotipica, identificar germoplasma, construir mapas genéticos e obter
informagdes sobre a estrutura das caracteristicas quantitativas. Quando o fendtipo de um ou
mais marcadores ¢ conhecido nos dois genitores, ¢ possivel determinar a origem de uma
progénie pela analise molecular. A paternidade de um individuo pode ser testada, se
conhecido o padrao dos marcadores moleculares do individuo e dos possiveis genitores.

A estratégia de utilizacdo de técnicas biotecnologicas assume importancia em
programas de selegdo e manutengdo de germoplasma de Rhizoctonia solani, bem como o
conhecimento da diversidade morfologica e genética do patogeno pode ser de grande valia em
um programa de melhoramento genético, uma vez que pode auxiliar os melhoristas na
identificacdo de novas fontes de resisténcia.

O objetivo geral deste trabalho foi analisar a diversidade genética do patdgeno e ficou
constatado que Rhizoctonia solani, mesmo sendo a maioria do mesmo local de origem e de
hospedeiros distintos, apresentaram diversidade genética entre todos os isolados.

E necessario chamar atengdo para o fato de que, a diversidade genética entre os
isolados demonstra o potencial de seu aproveitamento em programas de melhoramento
genético, uma vez que pode auxiliar os melhoristas na identificacdo de novas fontes de
resisténcia.

Embora a estratégia de amostragem empregada neste estudo fosse, provavelmente,

suficiente para maximizar a detec¢do de diversidade genética, amostragem adicional em areas
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maiores ¢ necessaria para elucidar a magnitude da clonalidade e/ou da recombinacdo em

populagdes locais do patdgeno.
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