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ABSTRACT

Campos A. P. S.; Ceresini P. C. Somatic incompatibility in Rhizoctonia solani AG-1 1A of soybean. Summa Phytopathologica. v32,n.3, p.247-254,

2006.

Rhizoctonia solani anastomosis group 1 1A (AG-1 IA) is
considered one of the most important pathogens affecting soybean in
Brazil, causing the aerial or foliar blight. This disease is associated with the
teleomorphase of R. solani AG-1 IA, the basidiomycete fungus
Thanatephorus cucumeris. In this study, based on previous knowledge of
the biology of R. solani AG-1 1A, two hypotheses were tested. In the first
we postulated the occurrence of somatic incompatibility in populations
of R. solani AG-1 IA. The second was that the population of R. solani
AG1 IA from soybean has a clonal structure. Two population samples of
R. solani AG-1 1A from soybean, obtained in Maranhao and Mato Grosso
were analyzed. In the first sample, isolates with distinct RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) profile were selected to maximize the
genetic diversity of isolates and to avoid the introduction of clones in the
assay. The isolates were paired in all possible combinations in PDA plus
charcoal medium and examined according to the resulting somatic
interactions. Six somatic compatibility groups (SCG) were detected among

Additional key words: clonality, population structure.

24 isolates of AG-1 IA. However, microscopic analyzes of the pairings
indicated higher frequency of somatic incompatibility, resulting in the
impossibility of grouping any two isolates of R. solani AG-1IAinto SCG.
In general, the methodology for evaluating the macroscopic somatic
interactions in PDA plus charcoal medium seemed not totally
appropriate for discriminating between categories of somatic
compatibility amongst isolates of R. solani AG-1 IA. With the second
sample of isolates we aimed to determine the occurrence of clones in
the population of the pathogen, i.e., isolates that share the same
phenotypic RAPD profile and are somatically compatible. Considering
the range of somatic interactions between pairings of R. solani AG-1
IA isolates and the deviations of the strict association between the
GCS detected and the RAPD profile formerly observed by Fenille (11)
and Meyer (20) are consistent with recombination. However, there is
evidence for an expressive clonal component in the population. From
a total of 43 isolates of R. solani AG-1 IA, 16 were probable clones.

RESUMO
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2006

O fungo Rhizoctonia solani AG-1 1A é um dos patégenos mais
importantes que afeta a cultura da soja no Brasil, causando a mela ou
queima foliar. A doenca estd associada com a fase teleomorfica de R.
solani, o basidiomiceto Thanatephorus cucumeris. Neste estudo,
baseando em conhecimento prévio sobre a biologia de R. solani AG-1
IA, duas hipdteses foram testadas. Na primeira hipdtese postulou-se
aocorréncia de incompatibilidade somatica em populacdes de R. solani
AG-1 TA. A segunda hipétese testada foi de que esta populagdo de R.
solani AG-1 IA da soja apresenta indica¢des de estrutura sexual clonal.
Duas amostras de isolados de R. solani AG-1 1A da soja obtidas no
Maranhio e no Mato Grosso foram utilizadas. Na primeira amostra,
foram selecionados isolados apresentando diferentes perfis de
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), procurando
maximizar a diversidade dos isolados, e evitando a introducao de
possiveis clones no teste. Os isolados foram pareados em todas as
combinacdes possiveis em meio de BDA mais carvdo ativado e
examinados quanto as interacdes somaticas resultantes. Seis grupos
de incompatibilidade somatica (GCS) foram detectados entre 24
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isolados do AG-1 IA. Entretanto, analises microscopicas dos
pareamentos entre isolados indicaram maior freqiiéncia de
incompatibilidade somética, impossibilitando o grupamento em GCS.
No geral, a metodologia de avaliacdo das interagdes somadticas
macroscopicas em meio BDA + carvao ativado, ndo se mostrou
totalmente apropriada para discriminagado das categorias de reacdes
de compatibilidade entre isolados de R. solani AG-1 IA. Com a
segunda amostra procurou-se determinar a ocorréncia de clones na
populagao do patégeno, ou seja, isolados que compartilham o mesmo
padrdo fenotipico de RAPD e somaticamente compativeis. No caso
de R. solani AG -1 1A da soja, a gama de intera¢des somadticas entre
pareamentos de isolados e, principalmente, os desvios na associa¢ao
estrita entre os GCS detectados neste trabalho, conjuntamente com os
perfis de RAPD observados anteriormente por Fenille (11) e Meyer
(20), sdo consistentes com recombinacdo. Entretanto, o patégeno ainda
apresenta um componente clonal expressivo na populagdo. De um
total de 43 isolados, os exemplos de provaveis clones na populagao do
patégeno totalizaram 16 isolados.
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Introducio

O fungo habitante do solo Thanatephorus cucumeris (Frank)
Donk [anamorfase = Rhizoctonia solani Kithn] é um
basidiomiceto que ocorre mundialmente causando doencas
economicamente importantes em uma grande variedade de
plantas cultivadas (2, 4, 25). A maioria dos isolados deste
patégeno ndo se reproduz sexuadamente e sdo conhecidos
apenas por seu estdgio assexual (anamorfase). Os isolados de
R. solani sao classificados de acordo com grupos de anastomose
(AGs) baseando-se na ocorréncia de fusdo de hifas
(anastomose) com isolados padrdes de AGs designados.
Isolados de diferentes AG geralmente nao sdo capazes de fundir
hifas entre si, indicando que AGs sdo geneticamente isolados.
Este conceito foi solidificado por dados de hibridizacdo DNA/
DNA (27), sequenciamento das regides do ITS (Internal
Transcibed Spacer) e da subunidade 28S do DNA ribossomico
nuclearmente codificadas (12).

O grupo de anastomose 1-IA (AG1-IA) é um dos patégenos
mais importantes afetando a cultura da soja no mundo. Este
fungo causa queima da folha e/ou mela em soja (15). A mela estd
frequentemente associada a fase teleomoérfica ou sexuada do
fungo (T cucumeris). Em determinados estados brasileiros onde
as condicdes ambientais sdo favordveis para o patdgeno (como
Maranhao, Mato Grosso, Piaui, Tocantins, Pard e Roraima),
perdas causadas pela mela podem variar de 31 a 60% (19, 30).

Para isolados dos poucos AGs de T. cucumeris que esporulam
“in vitro”, a genética da sexualidade tem sido estudada
analisando-se a formacdo de tufos heterocariéticos (condi¢ao
em que um micélio contém dois niicleos geneticamente diferentes
por célula) na 4rea de contato entre culturas de isolados
monobasidiospdricos (culturas do fungo obtidas a partir de um
unico basididsporo, o qual € hapléide; o homocdrio) (1, 4, 16,
28). No momento, apenas a genética da sexualidade dos AG1-IC
e AG4 sao, até certo ponto, compreendidas, mostrando que
isolados de campo desses AGs sdo heterocaridticos e bipolares
(tipo de sexualidade em que os fatores de compatibilidade para
cruzamento sdo de dois tipos apenas; também denominado
heterotalismo bipolar; neste caso, para que dois homocarios
sejam sexualmente compativeis, € necessdrio que possuam
diferentes alelos no locus que controla o cruzamento sexual) (9,
17). Muito pouco se sabe sobre o sistema de cruzamento sexual
dos demais AGs de T. cucumeris. Por sua vez, o isolamento
genético dos AGs e as diferencas potenciais na sexualidade
requerem andlise genética separada para cada AG.

Informacao prévia sobre o sistema de cruzamento ou sobre
a estrutura de populagdes de R. solani podem ser obtidas pela
andlise da associacgdo entre marcadores genéticos independentes
(7). Por exemplo, uma progénie gerada via reproducgdo sexual
homotdlica (auto-fértil) serd geneticamente idéntica (ou quase
idéntica) aos isolados parentais e todas as partes do genoma
terdo a mesma histéria evoluciondria, devido a auséncia de
recombinacdo (26, 29). Dependendo da idade da populagao,
nenhuma ou limitada recombinacdo genética contribuiria para a
associacdo entre caracteres independentes (marcadores
genéticos). Dessa forma, uma populacdo com diversidade
genética limitada e identificacdo repetida de gendtipos similares
indicam estrutura populacional clonal.
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Em contraste, progénie gerada através de reprodugdo sexual
heterotédlica (auto-estéril) serd geneticamente diferente dos
isolados parentais, como resultado da recombinag¢ao de nicleos
geneticamente diferentes. Assim, regides diferentes do genoma
da progénie terdo histdrias evoluciondrias diferentes (26). Neste
caso, a recombinacdo reduziria (ou eliminaria) a associaco estrita
um-para-um entre caracteres independentes e resultaria em uma
estrutura populacional ndo clonal (3, 10, 21). Comumente, a
incompatibilidade somdtica e marcadores moleculares sdo
usados como dois critérios independentes para inferéncia inicial
sobre os sistemas de cruzamento e a estrutura predominante em
populacdes de R. solani (7). Embora haja informag@o sobre
diversidade genética de isolados de populagdes de campo de
R. solani AG-1 IA através de marcadores RAPD (14), ndo ha
estudos sobre estrutura de populagdes de R. solani AG-1 TA
baseados na associag@o entre caracteres independentes.

Neste estudo, foram testadas duas hipdteses. Na primeira
hipétese postulou-se a ocorréncia de incompatibilidade somatica
em populagdes de R. solani AG-1 IA. Para tal, amostras de
isolados de R. solani AG-1 1A (com padrio distinto de RAPD)
obtidos em Mato Grosso e no Maranhdo foram pareadas em
meio de cultura e em lamina de vidro e examinadas quanto as
interagdes somadticas macroscOpicas e microscépicas
resultantes. A segunda hipdtese testada foi que esta populacao
de R. solani AG-1 1A da soja apresenta indica¢des de estrutura
sexual clonal. Evidéncias de estrutura clonal foram investigadas,
determinando se isolados que compartilham o mesmo padrao
fenotipico de RAPD sdo somaticamente compativeis. Os padroes
fenotipicos de RAPD dos isolados foram previamente
determinado por Fenille (11) e Meyer (20). Este estudo estabelece
os fundamentos iniciais para o exame da estrutura genética de
populacdes de R. solani AG-1 1A.

MATERIALEMETODOS

Isolados-Os isolados de R. solani AG-1 IA causadores de
mela em soja foram gentilmente cedidos por R. C. Fenille e M. C.
Meyer (obtidos da micoteca da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas - UNESP — Campus de Botucatu). A relacdo e a
distribuicdo regional da origem dos isolados estdo descritas na
Tabela 1. Os isolados foram caracterizados através de técnicas
citomorfoldgicas e culturais cldssicas para identificacdo de
grupos de anastomose, através de marcadores RAPD, do
sequenciamento das regides ITS-5.8S rDNA e quanto a
patogenicidade (11, 20). Os isolados vem sendo mantidos a —
20°C em graos de arroz esterilizados.

Determinagdo de grupamentos de compatibilidade
somdtica. Baseando-se em informagao prévia sobre o perfil de
RAPD dos isolados determinado por Fenille (11) e Meyer (20),
selecionou-se uma amostra de 24 isolados de soja obtida em
Mato Grosso e no Maranh@o. Para maximizar diferencas na
compatibilidade somadtica, optou-se por isolados pertencentes
a grupos distintos de RAPD. A amostra final compos-se de 18
isolados de grupos distintos de RAPD e seis de mesmo grupo
(SJ051 e SJ056 do grupo FG3-F, SJ058 e SJ078 do grupo FG 6 e
SJ123 e SJ127 do grupo MG1-E). Os isolados utilizados neste
primeiro estudo aparecem em negrito na Tabela 1.
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Tabela 1. Isolados de Rhizoctonia solani AG-1 1A da mela da soja disponiveis na Micoteca do Departamento de Fitossanidade,

Engenharia, Rural e Solos, UNESP-Campus de Ilha Solteira.

Coédigo do isolado Hospedeiro Procedéncia Municipio Estado Data de Grupamento
isolamento de RAPD
SJ037, SJ034, SJ040 Peciolo de soja Valdir Schwarz, Lucas do MT Fev-98 FG2-A, FG3-A, FG3-D
‘FT-108° Fazenda Itaipu Rio Verde
S$J020, SJ021, SJ022 Folhas de soja Alécio Sachsser, Lucas do MT Fev-98 FG2-B, FG2-B, FG2-D
‘Garga Branca’ Fazenda Tucano Rio Verde
SJo61, SJ054, SJ057, Folhas de soja Valdir Schwarz, Lucas do MT Fev-98 FG3-B, FG3-C, FG3-C,
SJo46, SJO72, SJO75, ‘FT-108° Fazenda Itaipu Rio Verde FG3-D, FG3-D, FG3-D,
SJ050, SJ051, SJ056, FG3-E, FG3-F, FG3-F,
SJ048, SJ079, SJ049, FG3-G, FG3-G, FG3-H,
SJ053, SJ059, SJ062, FG3-H, FG3-H, FG3-I,
SJ063, SJ064, SJ065, FG3-1, FG3-1, FG3-1,
SJ068, SJ069, SJ070, FG3-1, FG3-1, FG3-1,
SJ071, SJ073, SJO76, FG3-J, FG3-J, FG3-J,
SJ047, SJ060, SJ052, FG4, FG4, FG5,
SJ058, SJO78 FG6, FG6
SJ093 Folhas de soja Valdir Schwarz, Luca do Rio MT Fev-98 MGI1-A
‘FT-108° Fazenda Itaipu Verde
SJ116, SJ117 Hastes de soja Arlei Sandri, Balsas MA Jan-00 MGI1-A, MGI1-E
‘Sambaiba’ com Rio Coco
microsclerédios
SJ124, SJ125, SJ126, Folhas de soja Arlei Sandri, Balsas MA Jan-00 MG1-B, MG1-D, MG1-D,
SJ128, SJ129, SJ123, ‘Sambaiba’ Rio Coco MGI1-D, MGI1-D, MGI1-E,
SJ127, SJ120, SJ121 MGI1-E, MGI-E, MG1-E
SJ131, SJ132 Folhas de soja Fernando Piaia Campo Novo MT Mar-00 MG1-B, MG1-B
‘Xingu’ dos Parecis
SJ135, SJ136 Folhas de soja Fernando Piaia Campo Novo MT Mar-00 MG1-B, MG1-C

‘Emgopa 3137

dos Parecis

*Isolados gentilmente cedidos pelos Drs. R.C. Fenille e M.C. Meyer (Faculdade de Ciéncias Agrondmicas - UNESP — Campus de Botucatu).

Para reativagdo das culturas, os isolados de R. solani AG-1
IA conservados a -20C em graos de arroz esterilizados foram
transferidos para placas de Petri contendo meio de batata
dextrose dgar (Difco® PDA a 3%), conforme Ceresini et al.
(7). A seguir, os 24 isolados do AG-1 IA foram transferidos e
pareados em todas as combinagdes possiveis em meio BDA
suplementado com carvao ativado a 1% (5), de acordo com o
procedimento de Macnish et al. (18). A disposi¢do dos discos
contendo micélio dos isolados no meio durante os
pareamentos € apresentada na Figura 2. Os isolados foram
incubados por 4 dias a 25°C e as interacdes somdticas entre
isolados foram determinadas macroscopicamente.
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Os pareamentos foram considerados somaticamente
compativeis quando nenhuma reacao foi observada na linha
de contato entre pares de isolados. Os pareamentos foram
considerados somaticamente incompativeis quando se
observou reago caracterizada por tufos de hifas na linha de
contato entre pares de isolados. Reagdes do tipo fraca entre
isolados foram também observadas. Essas reacdes foram
caracterizadas pela formacao de tufos de hifas pouco densos
na linha de contato entre isolados, como relatado por
Macnish et al. (18) e Ceresini et al. (8). O experimento de
incompatibilidade somadtica foi conduzido uma vez efetuando-
se um total de 1656 pareamentos (24 isolados pareados entre
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si em todas as possiveis combinagdes e cada pareamento
repetido trés vezes).

Em virtude da simplicidade das observagdes fenotipicas
detectadas para o conjunto de isolados selecionados do AG-
1 IA, na determinagdo de grupos de compatibilidade somética
(GCS), propds-se a construcdo de uma matriz simples de
dados de compatibilidade.

Para confirmar as observacdes macroscépicas de
incompatibilidade somatica efetuadas na primeira etapa do
trabalho, repetiu-se o experimento utilizando o teste
microscépico de compatibilidade somadtica através do
pareamento de isolados em lamina de vidro, com a observagao
das categorias de reagdo de anastomose entre pares de
isolados. Estes pareamentos foram determinados
microscopicamente em ldminas de vidro contendo uma camada
fina do meio dgar-dgua (AA)a 1,5% e 1,5 mL.L"! do corante de
alimentos McCormick (13, 14). As categorias de reacdes de
anastomoses de hifas foram examinadas de acordo com
Carling (6), como se segue: C2 ou somaticamente
incompativel, indicando que os isolados pertencem ao mesmo
grupo de anastomose, mas a diferentes GCS; e C3 ou
somaticamente compativel, indicando isolados bastante
relacionados (do mesmo grupo de anastomose, do mesmo
GCS, ou 0 mesmo individuo).

Busca de indicios de estrutura clonal. Para determinar
se a populacdo de R. solani AG-1 IA da soja apresenta
indicacdes de estrutura clonal, observou-se a associagio
constante entre dois caracteres distintos: compatibilidade
somatica e padrdo fenotipico de RAPD. Dessa forma,
procurou-se determinar se os isolados somaticamente
compativeis compartilhavam o mesmo padrdo fenotipico de
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RAPD. Para tanto, foram selecionados 14 grupos distintos
de isolados quanto ao padriao fenotipico de RAPD. Neste
experimento foram pareados apenas isolados com padrio
fenotipico comum de RAPD. A compatibilidade somética entre
isolados foi determinada através de interacdes somadticas
macroscépicas (em meio de BDA suplementado com carvao
ativado a 1%) e microscopicas (em laminas de vidro contendo
meio AA a 1,5% + 1,5 mL.L"! do corante de alimentos
McCormick). As categorias de intera¢cdes somaticas
macroscépicas e microscépicas (anastomose de hifas) foram
analisadas como descritas anteriormente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O principal objetivo deste estudo foi examinar a diversidade
de grupos de compatibilidade somética de R. solani AG -1 1A
no Brasil.

Por meio de interagdes somaticas macroscopicas apenas
seis GCS foram identificados na amostra de R. solani AG-1 1A da
soja. Todos os seis grupos de compatibilidade somética do AG-1
IA, estiveram associados com mais de um perfil de RAPD, uma vez
que 22 fendtipos distintos de RAPD compunham esta amostra de
24 isolados. O agrupamento fenotipico de isolados de AG —1 IA,
baseado em reacdes macroscépicas de incompatibilidade somatica,
¢ apresentado na Figura 1.

Entre os GCS identificados, o GCS A foi composto por dois
isolados compativeis entre si: SJ20 e SJ22. Jd 0 GCS B comp0s-
se de 16 isolados, todos do MT: SJ034, SJ037, SJ047, SJ048,
SJ050, SJ051, SJ052, SJ053, SJ054, SJ056, SJ058, SJ061, SJ070,
SJ075, SJ076 e SJ078. O GCS C foi composto pelos isolados
SJ116 e SJ136 e o GCS D pelos isolados SJ123 e SJ127. Os
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Figura 1. Interagdes somdticas macroscOpicas entre isolados de Rhizoctonia solani AG-1 IA da soja. As categorias de interagdes

somaticas macroscépicas foram: [l
pares de isolados;

somaticamente compativeis, quando nenhuma reagao foi observada na linha de contato entre
[] somaticamente incompativeis, quando se observou reacio caracterizada por tufos de hifas na linha de

contato entre pares de isolados; [_] reacdes de incompatibilidade do tipo fraca entre isolados (MACNISH et al. (18); CERESINI

etal.(8)).
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Figura 2. Interagdes somdticas macroscopicas e microscopicas entre isolados de Rhizoctonia solani AG-1 1A da soja: a) interagdo somaticamente
compativel (nenhuma demarcacdo distinta na zona de interagdo das hifas entre isolados pareados); b) interacdo somaticamente incompativel
(demarcagdo clara entre isolados pareados), ¢) interagéo incompativel fraca (demarcac@o pouco clara entre isolados pareados) d) reagdo microscopica
do tipo C3 ou somaticamente compativel, que indica isolados bastante relacionados, o mesmo grupo de anastomose, 0 mesmo GCS, ou 0 mesmo
individuo, e) reagdo microscépica C2 ou somaticamente incompativel, que indica que os isolados pertencem ao mesmo grupo de anastomose, mas

a diferentes GCS.

demais isolados (SJ125 e SJ131) foram incompativeis com todos
os demais, constituindo grupos independentes: GCS E e o GCS
F, respectivamente.

Com excecdo dos isolados SJ116 (do MA) e SJ136 (do MT),
ambos pertencentes ao GCS C, nenhum outro isolado do MT foi
compativel com os isolados do MA. Nas amostras dos dois
estados foram detectados quatro GCS no MT e trés no MA:
GCS AeBnoMT, GCS Cemambos, GCSDeEnoMA,e GCSF
no MT.

Nao houve caso de intransitividade, isto é, quando um
isolado de um determinado GCS € somaticamente compativel
com outro isolado pertencente a um distinto GCS.

Reagdes incompativeis fracas foram observadas entre
isolados de R. solani AG -1 IA, e corresponderam a 21,74 % do
total de pareamentos. Essas reacdes foram caracterizadas por
pequenas dreas salientes na linha de interacdo micelial, que
variaram em intensidade. As trés categorias de interacdes
somadticas macroscopicas entre isolados de R. solani AG-1 TA
da soja sdo ilustradas na Figura 2. Fatores tais como, a relacio
genética dos isolados em interagdo, a idade do micélio e a
distancia de pareamento podem ser responsaveis pela variacao
na intensidade das interacdes macroscépicas entre hifas.
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Entretanto, a significdncia biolégica dessas reacdes
macroscépicas fracas de incompatibilidade € desconhecida (7).
Com base nas observacdes sobre interagdes somaticas entre
isolados de R. solani AG-1 1A da soja, a primeira hip6tese sobre
ocorréncia de incompatibilidade somatica foi aceita.

Numa segunda etapa desta pesquisa, buscou-se confirmar
as observacdes macroscdpicas através de andlises
microscopicas das interagdes entre isolados de R. solani AG-1
IA. As categorias de reacdes microscépicas estdo apresentadas
na Figura 2 (d e e). Por meio das andlises microscépicas dos
pareamentos entre isolados que apresentavam diferentes perfis
de RAPD, observou-se maior freqiiéncia de incompatibilidade
somdtica em relag@o as andlises macroscépicas (Figura 3). Cerca
de 43% das reagdes microscopicas entre isolados de R. solani
AG-1 IA foram incompativeis, enquanto que apenas 18% das
reagdes foram consideradas incompativeis macroscopicamente.
Em funcao dessa maior freqiiéncia de incompatibilidade somatica
observada pela andlise microscopica, ndo foi possivel agrupar
isolados de R. solani AG-1 IA em GCSs. Praticamente cada um
dos 24 isolados de R. solani AG-1 IA apresentou um perfil
distinto de compatibilidade somadtica quando comparado com
qualquer outro isolado. Mesmo aqueles isolados de R. solani
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Figura 3. Interacdes somdticas microscépicas entre isolados de Rhizoctonia solani AG-1 1A da soja. As categorias de interacdes
somadtica microcopicas (reagdes de anastomoses de hifas) foram examinadas de acordo com Carling (6), como se segue: |:|

(C2 ou incompativel), que indica que os isolados pertencem ao mesmo grupo de anastomose mas a diferentes grupos de compatibilidade somatica
(GCS); e - (C3 ou compativel), que indica isolados bastante relacionados, 0 mesmo grupo de anastomose, 0 mesmo GCS, ou o mesmo individuo.

AG-1 IA com mesmo perfil de RAPD (que representavam seis
isolados na amostra), embora compativeis entre si, diferiram
quanto a compatibilidade com os demais isolados testados.

No geral, as interagdes microscépicas ndo reproduziram as
observacgdes das interagdes macroscopicas entre isolados de
R. solani AG-1IA. Por exemplo, 28% das rea¢des macroscépicas
consideradas compativeis em meio de BDA + carvio ativado
foram observadas como incompativeis microscopicamente.
Exemplos de reacdes entre isolados de R. solani AG-1 IA,
anteriormente consideradas compativeis através das andlises
macroscopicas e que foram observadas como incompativeis
microscopicamente, sdo as seguintes: SJ034 pareado com os
isolados SJ047, SJ050, SJ054, SJ061, SJ076 e SJ078; SJ037 com
SJ047, 51056, SJ058, SJ061 e SJ070; SJ050 com SJ058; SJ052 com
SJ054,SJ058 e SJ075; SJ053 com SJ054, SJ056, SJ058, SJ061, SJ075
e SJ078; SJ054 com SJ056, SJ058, SJ61, SJ070, SJ075, SJ076 €
SJ078; SJ056 com SJ058, SJ061, SJ070, SJO75 e SJO76 e SJ058 com
SJo61.

Também, reacdes incompativeis pela andlise macroscopica
foram compativeis quando analisadas microscopicamente (num
total de 40% das reagdes incompativeis macroscopicamente).
Neste caso pode-se citar: SJ020 pareado com os isolados SJ123
e SJ127;SJ022 com SJO51, SJ056, SJO125 e SJ127; SJ034 com
SJ123 e SJ125; SJ048 com SJ136; SJO51 com SJ125,SJ127 e SJ131;
SJ052 com SJ0127; SJ058 com SJ127; SJ070 com SJ123, SJ125 e
SJ127;SJ123 com SJ131; SJ125 com SJ127e SJ 131 e SJ136 com
SJ123 e SJ125.

H4 que se considerar também que as observacdes das
interacdes somadticas microscopicas permitiram discriminar as
reacdes de incompatibilidade macroscépica do tipo fraca que
haviam representado 40% das reag¢des observadas em meio de
BDA + carvdo ativado. Em termos das reacdes consideradas
incompatibilidade macroscépica do tipo fraca, 48,3% do total foi
compativel enquanto que 51,7% foi incompativel em lamina de
vidro.
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Considerando-se as observacdes acima, a metodologia de
avaliacdo das interagdes somdticas macroscopicas em meio de
BDA suplementado com carvao ativado a 1% (5), ndo se mostrou
totalmente apropriada para discriminacdo das categorias de
reagOes de compatibilidade entre isolados de R. solani AG-1 IA.

Macnish et al. (18) ja haviam observado que, para alguns
AGs de R. solani ndo foi possivel observar correspondéncia
satisfatoria entre as interacdes somadticas macroscopicas e
microscopicas. Dessa forma, embora a andlise de interacdes
microscépicas seja consideravelmente mais laboriosa, ela torna-
se necessdria em situagcdes como a observada para o AG-1 IA
onde a correspondéncia entre interacdes macroscépicas e
microscopicas foi no minimo errética (ou seja, apenas 60 a 72%
de acertos).

A utilizacdo de critérios independentes, tais como a
incompatibilidade somdtica e a andlise de marcadores moleculares
como RAPD, pode proporcionar informagdo preliminar sobre
sistemas de cruzamento em R. solani AG-1 IA, bem como sobre
a estrutura de populacdes: clonal ou recombinante, como
indicado por Worrall (27) e Taylor et al. (24). Assim, para responder
a questdo sobre ocorréncia de estrutura clonal na populagdo de
R. solani AG —1 1A da soja, procurou-se determinar se isolados
que compartilham o mesmo padrdo fenotipico de RAPD,
previamente determinado por Fenille (11) e Meyer (20), sao
somaticamente compativeis.

Observou-se que cerca de 75,9% das intera¢des somaticas
macroscopicas entre isolados com mesmo perfil de RAPD foram
compativeis (Figura 4). Apenas 24,1 % dessas interacdes foram
incompativeis do tipo fraca. Entretanto, ao se considerar as
interagdes somdticas microscopicas, as interacdes compativeis
entre isolados de mesmo padrio de RAPD representaram 34,5%
do total, enquanto que as interagdes incompativeis
representaram 65,5%. Mais uma vez a andlise das interacdes
microscopicas parece ser mais adequada na discriminag@o entre
isolados compativeis ou ndo, comparado com a andlise das
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Figura 4. Interacdes somaticas macroscopicas (A) e microscopicas (B) entre isolados de Rhizoctonia solani AG-1 1A da soja dentro de

grupos comuns de RAPD.

interacdes macroscopicas. Assim, considerando apenas as
interagdes microscropicas, é possivel afirmar que a maioria dos
isolados com mesmo perfil de RAPD nio representam clones,
pois sdo somaticamente incompativeis. De um total de 43 isolados,
os exemplos de provaveis clones na populacio do patégeno (ou
seja, com mesmo perfil de RAPD e somaticamente compativeis)
sdo: SJ020 e SJ021 (FG2-B), SJ063, SJ064, SJ65, SJ068 e SJ-070
(FG3-I), SJ073 e SJ076 (FG3-J), SJ093 e SJ116 MG1-A), SJ117,
SJ121eSJ123 (MG1-E), SJ125 e SJ126 (MG1-D). Estes tltimos
(clones) totalizam 16 isolados.

Este estudo ofereceu informacao preliminar sobre a estrutura
de populacdes de R. solani AG-1 1A da soja. A gama de interagdes
somdticas entre pareamentos de isolados e, principalmente, os
desvios na associagdo estrita entre os GCS detectados neste
trabalho e os perfis de RAPD observados por Fenille (11) e
Meyer (20) s@o consistentes com recombinagdo. Entretanto, o
organismo ainda apresenta um componente clonal na populagao.
Dessa forma, nossa segunda hipétese sobre a predomindncia
de estrutura clonal na populagdo de R. solani AG-1 1A ndo pode
ser totalmente recusada. Evidéncias de clonalidade foram
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demonstradas para R. solani AG-1 1A no Texas, através de
constante recuperagdo de gendtipos semelhantes do patégeno
em diferentes campos de arroz (22). Entretanto, andlise da
populacdo usando dados corrigidos para clones indicou que
quatro entre sete loci estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg
e que apenas um entre todos os possiveis pares de loci estavam
em desequilibrio de ligacdo, o que indicou que a recombinacio
também estava ocorrendo (22).

Embora a estratégia de amostragem empregada neste estudo
fosse, provavelmente, suficiente para maximizar a deteccio de
diversidade genética, amostragem adicional em dreas maiores é
necessdria para elucidar a magnitude da clonalidade e/ou da
recombina¢@o em populagdes locais do patégeno. Também,
ainda ndo hd informacdo sobre outras forcas afetando a
estrutura de populacgdes de R. solani AG-1IA, como a migracio
e o fluxo génico. Entretanto, para estes estudos é necessdrio,
inicialmente, o desenvolvimento de marcadores mais apropriados
que os marcadores fenotipicos aqui utilizados. Por exemplo, o
uso de um conjunto de marcadores genéticos codominantes,
como aqueles baseados em PCR-RFLP, permitiriam discriminar
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melhor os genétipos do patdgeno, inferir a ocorréncia de
recombinagdo baseando-se na ocorréncia de equilibrio de ligagao
entre alelos de loci distintos, bem como calcular a subdivisdo de
populacdes com base em diferencas nas freqii€ncias alélicas.
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