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RESUMO

Basseto, M.A.; Vicentini, S.N.C.; Gasparotto, L.; Ceresini, P.C. Mancha areolada de Thanatephorus da seringueira na Amazonia: identificacao

filogenética e variagdo genética em populagdes do patdgeno. Summa Phytopathologica, v.45, 1.3, p.285-294, 2019.

A mancha areolada de Thanatephorus ¢ uma das doengas mais importantes
da seringueira (Hevea brasiliensis) na Amazonia. Apesar disso, questdao
importante sobre o real posicionamento filogenético deste patdogeno ainda
ndo foi respondida. Neste estudo, nds analisamos os padrdes de variagao
genética em seqiiéncias da regido ITS-5.8S do rDNA de uma populagdo
de T cucumeris (fase assexuada = Rhizoctonia solani AG 2-2) associado
a mancha areolada da seringueira amostrada em Belém (Para), Manaus
(Amazonas) e Xapuri/Rio Branco (Acre) na Amazonia, ¢ comparando-a
filogeneticamente com membros do complexo AG 2 descritos mundialmente.
Este estudo representa um passo importante para revelar a etiologia da
fase assexuada de T. cucumeris da seringueira. Filogeneticamente, por
analise Bayesiana, encontramos suporte para nomear um novo grupo de

anastomose de R. solani associado a mancha areolada da seringueira: o
AG 2-2 Hb. Este grupo constitui-se numa unidade evolutiva independente
em relagdo aos subgrupos mundiais do AG 2-2 analisados. Na genealogia
génica construida por andlise coalescente, observou-se que a populacio de
R. solani AG 2-2 Hb de Belém ¢ relativamente mais velha que as demais
populagdes analisadas. O ancestral comum de todas as trés populagdes
analisadas esta associado com a mancha foliar do maracujazeiro (Passiflora
edulis), em Belém e tem cerca de 0,8 unidades evolutivas coalescentes
de idade. Nenhum haplétipo da regido ITS-5.8S do AG 2-2 Hb de Belém
foi observado em outras regides. Entretanto, a populagdo de Manaus
compartilhou dois, de seus quatro haplotipos, com aqueles observados em
Xapuri / Rio Branco, no Acre, indicando fluxo génico.

Palavras-chave: Rhizoctonia solani, grupos de anastomose, DNA ribossomal, Thanatephorus cucumeris.

ABSTRACT

Basseto, M.A.; Vicentini, S.N.C.; Gasparotto, L.; Ceresini, P.C. Thanatephorus target spot on rubber tree in the Amazon: phylogenetics and genetic
variation in populations of the pathogen. Summa Phytopathologica, v.45, 1.3, p.285-294, 2019.

Thanatephorus target spot is one of the most important diseases of
rubber tree (Hevea brasiliensis) in the Amazon. However, an important
question about the actual phylogenetic placement of this pathogen has
not been answered yet. In this study, we analyzed the patterns of genetic
variation in sequences of the ITS-5.8S rDNA region from a population of
T. cucumeris (asexual phase = Rhizoctonia solani AG 2-2) associated with
the rubber tree target spot sampled in Belém (Para), Manaus (Amazonas)
and Xapuri/Rio Branco (Acre), phylogenetically comparing with worldwide
described members of AG 2. This study represents an important step to
reveal the etiology of the asexual phase of 7. cucumeris in the rubber
tree. Phylogenetically, based on Bayesian analyses, we found support to

nominate a new group of R. solani anastomosis associated with rubber
tree target spot: AG 2-2 Hb. This group consisted of an independent
evolutionary unit in relation to the worldwide described sub-groups of AG
2-2. Considering the gene genealogy built by coalescent analysis, we observed
that the population of R. solani AG 2-2 Hb from Belém was relatively older
than the other two analyzed populations. The common ancestor of all three
populations is associated with passion-fruit (Passiflora edulis) foliar blight in
Belém and has about 0.8 coalescent evolutionary units of age. No haplotype
of the ITS-5.8S region of AG 2-2 Hb from Belém was observed in any other
region. However, the population from Manaus shared two of'its four haplotypes
with those observed in Xapuri/Rio Branco, Acre, indicating gene flow.

Keywords: Rhizoctonia solani, anastomosis groups, ribosomal DNA, Thanatephorus cucumeris.

Sob condi¢des naturais, Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk [fase
assexuada = Rhizoctonia solani Kiihn] causa varias doengas foliares em
culturas de importancia agricola ou espécies nativas na regido Amazonica do
pais (9). Entre as doencas relatadas, a mancha areolada da seringueira [Hevea
brasiliensis (Willd. ex A.Juss.) Miill. Arg] ¢ uma das mais importantes para a
espécie daregido (11, 13). Ainfeccdo das plantas de seringueira ocorre por meio
de basidiosporos produzidos por 7. cucumeris e que podem ser disseminados
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a longas distancias (15, 23).

A mancha areolada da seringueira foi relatada pela primeira vez no Brasil
em 1943 no Para (11). Apesar de ja ser conhecida hé algum tempo, a doenga so6
passou a causar danos a cultura a partir da década de 70, com o aumento das
areas de cultivo racional da seringueira na Amazonia (12). O patdégeno afeta
todas as espécies de Hevea (8, 10, 11). A maioria dos clones brasileiros de
seringueira ¢ considerada suscetivel 8 mancha areolada (15). Em estudo realizado
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com 70 clones orientais e 34 clones nacionais, observou-se que todos os clones
foram suscetiveis ou altamente suscetiveis a mancha areolada. Entretanto, na
Costa Rica, ha relato de resisténcia em Hevea brasiliensis (clones FB 54 e FB
3363), Hevea benthamiana (clones F4515, F4327 e F4542), Hevea pauciflora
e Hevea rigidifolia (8).

Muito embora uma série de pesquisas tenha sido desenvolvida para
compreender aspectos relativos a epidemiologia e manejo da mancha areolada
da seringueira, até 2010 a etiologia do patdgeno ainda ndo estava completamente
clara. O unico relato etiologico classico da literatura data da década de 80 quando
Bolkan & Ribeiro (5) determinaram, com base em reagdes de anastomose, que
0 AG 2 estava consistentemente associado a mancha areolada da seringueira no
Amazonas. Naquela época, entretanto, apenas cinco grupos de anastomose de R.
solani haviam sido descritos mundialmente. Muitos outros grupos e subgrupos
de anastomose foram descritos desde entéo.

Em 2010, por meio de reconstrucdo filogenética, Gaino et al. (13)
confirmaram que R. solani AG 2 estava associado a mancha areolada da
seringueira na Amazonia porém os isolados de seringueira eram divergentes dos
demais membros do AG 2 descritos mundialmente, os quais incluiram: AG 2-1,
AG 2-2 TIIB, AG 2-2 1V, AG 2-2 LP e AG 2-3 (7). Isolados de outros AGs de
R. solani tais como AG 1 ID, IF [recentemente reclassificados de IB (14)] e de
Rhizoctonia sp. binucleada (AG R, associado a fase sexuada de Ceratobasidium),
oriundos de hospedeiros distintos, também infectaram seringueira (13).

Para esclarecer questdo etioldgica importante, o primeiro objetivo deste
estudo foi determinar o posicionamento filogenético de uma populagéo de
isolados de R. solani AG 2 da seringueira amostrada na Amazonia em relagao
a membros do AG 2 descritos mundialmente. Para tanto foram analisadas
seqiiéncias da regido ITS-5.8S do rDNA de 146 isolados do patdgeno amostrados
em trés populagdes geograficas obtidas nos estados do Para, do Amazonas e do
Acre, na Amazonia Brasileira.

O segundo objetivo deste estudo foi descrever os padrdes evolutivo-
populacionais da variagdo genética observada na regido ITS-5.8S do rDNA de
R. solani AG 2 associado a mancha areolada da seringueira nas trés populagdes
geograficas amostradas. Por tratar-se de patdogeno cuja reproducdo sexuada é
importante no ciclo biologico da doenga, nossa hipdtese é que populagdes
de R. solani AG 2 da seringueira no Amazonas apresentam altos niveis de
variagdo genética. Pelo isolamento geografico das trés populagdes amostradas
do patogeno (separadas por um transecto de até 2800 km), postulamos, que essas

populagdes sdo diferenciadas geneticamente e consequentemente, subdividas.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Para o estudo sobre a etiologia do patogeno da mancha areolada da
seringueira e sobre aspectos evolutivos da variagao genética na regido ITS-5.8S
do rDNA de T. cucumeris (i.e., R. solani AG 2-2) da seringueira, amostrou-se
33 plantas infectadas nos municipios de Rio Branco/Xapuri no Acre (latitude
11° 01,777’ S, longitude 68° 43,923 O), 68 em Manaus no Amazonas (02°
53,4617 S, 59° 58,491° O) e 43 em Belém no Para (01° 26.414” S, 48° 26.766”
0), em Janeiro de 2005 (Figura 1). Obteve-se 144 isolados de 7. cucumeris
da seringueira e dois de maracujazeiro (de Benevides, proximo a Belém, PA).

Isolamento do patégeno

Para o isolamento do patdogeno, fragmentos de lesdes foliares foram
inicialmente desinfestadas pela imersdo em solucao de alcool 70%, hipoclorito
de sodio a 1% e lavados duas vezes em agua destilada e esterilizada. Apos
este procedimento, os tecidos vegetais foram transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultura agar-agua (AA) alcalino, pH 8,5 e apds 24h para o meio
de batata-dextrose-agar (BDA). Os isolados obtidos de plantas de seringueira
foram preservados em graos de arroz parboilizado, segundo metodologia
modificada de Sneh et al. (27) e mantidos a temperatura de -20°C.

Extracio do DNA gendmico

De cada isolado de 7. cucumeris foi produzido micélio em 25 ml de CBD
(caldo de batata dextrose) contendo 50 pg de kanamicina.mL'. As culturas
foram incubadas a 25°C, com agitagdo. O micélio foi coletado apos cinco dias
de incubagdo, sendo entdo congelado e liofilizado. O DNA total foi extraido do
micélio liofilizado utilizando-se o kit de extragdo DNeasy Plant Mini Extraction
Kit® (Qiagen, Alemanha), de acordo com recomendagao do fabricante.

Amplificaciio e sequenciamento da regifio ITS do rDNA

Procedeu-se a reagdes de polimerase em cadeia (PCR) para a amplificagido
da regido ITS1-5.8S-ITS2 do DNA ribossomal (rDNA) utilizando 25 ng de
DNA fungico por reagao e condigdes semelhantes as descritas por Gonzalez
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Figura 1. Sintomas de mancha areolada da seringueira em brotagdes jovens de clone suscetivel, com detalhes de exudagao de latex na face inferior das folhas e lesoes

necroéticas severas no limbo foliar (A). Representacdo das areas geograficas de onde se amostrou trés populagdes do patdogeno nos estados do Acre, do Amazonas

e do Para (B).
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et al. (16). Amplificagdes foram efetuadas usando-se o conjunto de iniciadores
(primers) 1TS4/ITSS (30). Cada produto de PCR foi purificado utilizando-se
colunas MicroSpin S-400 HR (GE Healthcare, EUA), de acordo com instrugdes
do fabricante. No seqiienciamento do operon ITS1-5.8S-ITS2 rDNA amplificado
foi utilizado o kit pré-misturado BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA) para ciclo de sequencimento baseado
em quimica de corante terminador, conforme instrugdes do fabricante. Cerca
de 75 ng de DNA amplificado foram utilizados por reagdo e um pM de cada
um dos iniciadores ITS4 ou ITS5 em reagdes independentes para cobertura
completa dos fragmentos. Os produtos de sequenciamento foram separados
por sequenciamento capilar usando polimero POP7™ Polymer (Thermo
Fisher Scientific, EUA) no analisador genético automatico ABI 3130 (Applied
Biosystems, EUA). As seqiiéncias obtidas foram analisadas no programa
Sequencher™ 4.1 (GeneCodes, USA), para avaliacdo da qualidade e montagem
de contigs dos fragmentos, e alinhadas no programa computacional “ClustalX”’
(29).

Andlise de dados

Inicialmente, para confirmar que o grupamento de anastomose dos isolados
de T' cucumeris (R. solani) da seringueira pertencem ao AG 2-2, as sequéncias
obtidas foram comparadas com sequéncias da regido ITS do rDNA dos grupos
de anastomose AG 2-1, AG 2-2 (IIIB, IV e LP) e AG 2-3 depositadas no
banco de dados do NCBI/GenBank. As comparagdes de similaridade entre
estas sequéncias foram obtidas por BLASTn (nucleotideo-nucleotideo),
versdo de 08/09/2016, disponivel no site https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi?PAGE=Nucleotides (21).

Anadlise filogenética

As relagoes filogenéticas entre haplotipos da regido ITS-5.8S do rDNA
dos isolados de T. cucumeris da seringueira foram determinadas por analise
Bayesiana usando o método de Monte Carlo - Cadeia de Markov, conjugado ao
algoritmo de Metropolis (MCMCMC), usando o programa MrBayes v 2.01 (20).
Foram incluidas na analise seqiiéncias do ITS rDNA dos grupos de anastomose
AG 2-1,AG 2-2 (IIIB, IV e LP) e AG 2-3 de R. solani depositadas no banco de
dados do NCBI/GenBank. (Tabela 1).

Para a andlise de MCMCMC, MODELTEST 3.7 (25) (implementado no
programa PAUP4* (34)) foi utilizado para determinar o modelo de substitui¢ao
de bases de DNA que mais se ajustou aos dados. Um teste hierarquico da razao da
verossimilhanga implementado no MODELTEST selecionou o0 modelo GTR+I
(proporgao de sitios invariaveis = 0; frequéncia de bases A=0.2266, C =0.2745;
G =0.1684 ¢ T = 0.3304; parametro da distribui¢ao gama = 0.2303). Sob este
modelo evolutivo, o valor de ML da arvore mais provavel foi de -InL = 843.13.
A analise filogenética por MCMCMC foi executada usando como hipétese a
priori 0 modelo de substitui¢ao de bases de DNA acima descrito. Procurou-se
por 3.000.000 de geragdes usando-se quatro cadeias de buscas, eliminando-se
as primeiras 250 arvores, ¢ armazenando-se uma arvore a cada 500. Valores
de probabilidade posterior (PP) para as ramifica¢des da arvore consenso foram
gerados considerando-se a regra de no minimo 50% do total de 11542 arvores
apresentarem a respectiva ramificacao.

Teste de subdivisao populacional e analise de coalescéncia

Para cada populagdo amostrada (Xapuri/Rio Branco, Manaus e Belém)
foi estimado o valor de ® (taxa de muta¢ao populacional), baseando-se no
numero de sitios segregantes s para a regido ITS-5.8S do rDNA. Para testar-se
diferenciagao populacional utilizou-se SNAP Map [algoritimo implementado no
programa SNAP Workbench, disponivel como plataforma de anélise evolutiva
na rede (2, 22)] para gerar os arquivos apropriados de seqiiéncias, Seqtomatrix
(18) para converter o arquivo de sequéncias numa matriz de distancias e Permtest
(19) para testar a subdivisdo geografica em amostras de DNA para duas ou
mais localidades. E necessério testar-se a hipotese de que nio ha diferenciagéo
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genética para determinar se assumimos o modelo de populagdo panmitica ou
subdividida, para entdo examinarmos a divergéncia de populacdes usando
Genetree (3), também implementado pelo programa SNAP Workbench. O
programa MIGRATE (4), implementado no SNAP Workbench foi utilizado para
estimar taxas de migra¢do na historia ancestral das populagdes. A genealogia com
amaior probabilidade de enraizamento, ¢ o tempo desde o mais recente ancestral
comum (TCMR) da amostra foi estimada pelas simulagdes coalescentes. As
posigdes (i.e., tempo para coalescéncia) das mutagdes dando origem a alteragdes/
substitui¢oes na regido estudada foram determinadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 140 isolados obtidos de seringueira apresentaram sequéncias da
regido ITS-5.8S do rDNA similares (por BLASTn) as sequéncias do grupo de
anastomose AG 2-2 (IV) de R. solani, consistente com os dados da literatura
sobre a associagdo do AG 2-2 a mancha areolada da seringueira (6). Dois isolados
obtidos de maracujazeiro na regido de Benevides, proximo a Belém, no Para,
também foram caracterizados como AG 2-2.

Numa etapa seguinte, buscou-se determinar a composi¢do e diversidade
de haplotipos (sequéncias Unicas da regido ITS-5.8S do rDNA dos individuos
amostrados) associados com a mancha areolada da seringueira e do
maracujazeiro na Amazonia brasileira, bem como comparar com os haplotipos
mundiais depositados no NCBI/GenBank. Para um total de 146 isolados do
patogeno analisados, apenas oito haplotipos distintos da regido ITS-5.8 rDNA
foram observados. De forma bastante peculiar, nenhum dos oito haplétipos
identificados na amostra de 7. cucumeris da Amazonia brasileira foi similar
a haplotipos do grupo de anastomose AG 2-2 1V identificados no resto do
mundo. De forma global, no total, 22 haplotipos da regido ITS-5.8S do rDNA
do AG 2-2 1V foram caracterizados no mundo: oito brasileiros e 14 do resto do
mundo (Tabela 1). Optou-se por utilizar uma nomenclatura para os haplétipos
mundiais (incluindo os brasileiros) do AG 2, que variou de de HO1 a H47, e
outra nomenclatura distinta apenas para os haplotipos brasileiros usados na
analise de coalescéncia (variando de A a H).

Cem mutagdes, ao longo de 742 pares de base (pb) analisados,
caracterizaram os diferentes haplétipos da amostra mundial de R. solani AG
2 (subgrupos 2-1, 2-2 IIIB, IV, LP, de isolados de H. brasiliensis, e do 2-3).
Analisando-se apenas 0 AG 2-2 IV, quarenta e seis mutagdes (num total de 662
pb analisados) caracterizam as diferengas entre os 22 haplotipos identificados
mundialmente. Quando apenas a amostra brasileira do AG 2-2 associado com
H. brasiliensis ou com P. edulis foi analisada (Tabela 2), o nlimero de mutagdes
de ponto observadas ao longo da regido ITS-5.8S diminuiu para 11, no total.
Os haplotipos mais frequentes na populagdo Amazonica foram B (31.8%), E
(25,0%) e A (18.9%). J4 os menos frequentes foram o C, D e H, representado,
cada um, apenas 1.4% do total da amostra (Tabela 2).

Considerou-se significativo o nimero de mutagdes separando os haplotipos
Amazonicos do ITS-5.8S rDNA de isolados de T cucumeris de H. brasiliensis
e de P, edulis dos demais haplétipos mundiais do AG 2-2 IV (35 mutagdes, ou
5,3% do total de sitios analisados). Este nivel de variagdo génica num marcador
¢ suficiente a separagdo entre duas espécies filogenéticas (28). Neste ponto de
nosso estudo, questionamos se, de fato, todos os isolados brasileiros associados
com a mancha areolada da seringueira pertencem ao AG 2-2 IV, como relatado
no passado por Bolkan & Ribeiro (5).

Construiu-se entdo, arvore filogenética da regido ITS-5.8S do rDNA,
baseada em analise Bayesiana, para representar as relagoes filogenéticas entre
os haplotipos Amazonicos em comparagdo com haplétipos do AG 2-1, AG 2-2
(IIIB, IV e LP) e AG 2-3 (Figura 2). Todos os haplétipos Amazdnicos amostrados
foram agrupados num tnico clado com suporte estatistico (probabilidade
posterior) maximo (=1,00). O clado dos haplotipos ITS-5.8S rDNA brasileiros
esta relacionado com o AG 2-2 de R. solani, mas é uma unidade evolutiva
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Tabela 1. Haplotipos de Rhizoctonia solani AG 2 (dos subgrupos 2-1, 2-2 IIIB, IV e LP, ¢ 2-3, e aqueles associados a Hevea brasiliensis) determinados com base
em polimorfismos detectados em seqiiéncias de DNA da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA.

Haplétipos Haplétipos Grupo de Cédigo Isolados Hospedeiro Local de Fonte*
mundiais 'E brasileiros ‘E anastomose da origem
(5 (E
(filogenia) B, (analise = sequéncia
E coalescente) E no NCBI/
GenBank
Amostra da Amazonia Brasileira
H1 62 B 45 AG2-2Hb MN421919 HI115, H113-T, H112, H111, H109, Hevea Brasil, P. C. Ceresini
H108, H106, H105-T, H104-T, H102,  brasiliensis Amazonas,
H100, H099, H098-T, H097, H096, Manaus

HO095, H094-T, H093-T, H092, HO91,
HO090-T, HO89, HO88, HO87-T, HO8S,
HO083-T, HO81, HO80-T, HO77, HO76-T,
HO075, HO74, HO72, H070, HO69-T,
H068, HO67-T, HO66, H064, H063,
H062, HO56, HOS5, HO54-T, HO53

B 02 AG2-2Hb MN421920 HO005, H144 H. brasiliensis  Brasil, Acre, P. C. Ceresini
Xapuri
F 15 AG2-2Hb MN421918 HO054-C, H067-C, H069-C, HO076-C, H. brasiliensis Brasil, P. C. Ceresini
HO080-C, H083-C, H084, HO087-C, Amazonas,
H090-C, H093-C, H094-C, H098-C, Manaus
H104-C, H105-C, H113-C
H43 02 D 02 AG2-2Hb MN421917 HO057, HO73 H. brasiliensis Brasil, P. C. Ceresini
Amazonas,
Manaus
H44 13 G 13 AG2-2Hb MN421916 HI119,H121,H122,H123,H132,H134, H. brasiliensis  Brasil, Para, P. C. Ceresini
H135,H142,H150,H154, H155, H158, Belém
H160
H45 02 C 02 AG2-2Hb MN421915 Pel62, Pel63 Passiflora Brasil, Para,  P. C. Ceresini
edulis Benevides
H46 65 E 06 AG2-2Hb MN421913 HO082,H078, H065, HO61, HO60, HO59, H. brasiliensis Brasil, P. C. Ceresini
Amazonas,
Manaus
E 31 AG2-2Hb MN421914 HO036,H035,H034, H032, H031, H030, H. brasiliensis  Brasil, Acre, P. C. Ceresini
HO029, H027, H026, H025, H024, H023, Xapuri / Rio
HO022,H021,H020,H019, HO18, HO17, Branco

HO16,H015,H014,H012, H010, HO09,
HO008, H007, HO06, HO04, HO03, HO02,

HO001
A 28 AG2-2Hb MN421912 HO13,H116,H117, H118, H124, H126, H. brasiliensis  Brasil, Para, P. C. Ceresini
H128,H129,H130,H133,H136,H137, Belém

H138,H139,H140,H141, H143, H145,
H146,H148,H149,H151, H152, H153,

H156, H157543T, H159543T, H161
H47 02 H 02 AG2-2Hb MN421911 HI157543C, H159543C H. brasiliensis ~ Brasil, Para,  P. C. Ceresini

Belém

...Continua
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Tabela 1. Continuagao

Haplétipos mundiais - Haplétipos Grupo de Coédigo da  Isolados  Hospedeiro Local de origem *Fonte
(filogenia) E brasileiros -E’ anastomose sequéncia
< (analise § no NCBI/
g (coalescente 53 GenBank
- =
= B
Amostra Mundial
H2 06 - - AG 2-1 AB000026 P-2 - Japio S. Kuninaga
AG 2-1 AB054844 F56L - Japao S. Kuninaga
AG 2-1 AF354063 8RS solo Australia D. Gonzales
AG 2-1 AB054847 F48 - Japao S. Kuninaga
AG 2-1 AB054849 88-033 - Japao S. Kuninaga
AG 2-1 AF354105 S6Rs Solanum USA D. Gonzales
tuberosum
H3 04 - - AG2-3 AB019025 237258 - Japdo S. Kuninaga
AG2-3 AB054871 H17-4 - Japdo S. Kuninaga
AG2-3 AB054870 H5-307 - Japdo S. Kuninaga
AG 2-3 AY154312 SoylJ Glycine max Brasil E. E. Kuramae
H4 01 - - AG 2-3 u57741 23R02 - Japao V. Rubio
H5 02 - - AG2-3 U57743 23RO1L - Japao V. Rubio
AG 2-3 U57740 23R01 - Japao V. Rubio
H6 01 - - AG 2-3 TCUS57742 23R03 - Japao V. Rubio
H7 01 - - AG 2-3 AB054872 LB17- - Japao S. Kuninaga
3-2
HS8 01 - - AG 2-1 AB054853.1 RT-23 - Japao S. Kuninaga
H9 01 - - AG 2-1 AB054848 RHS47 - Japao S. Kuninaga
H10 01 - - AG 2-1 AB000027 P-5 - Japao S. Kuninaga
HI11 08 - - AG 2-1 AB122124 Bl Coffea arabica Japao M.Hyakumachi
AG2-1(2-t)  AB054850.1 R002 - Japao S. Kuninaga
AG 2-1 AY241672 1A Fagus sylva- Noruega A. M. Hietala
tica
AG 2-1 AY154317 PS4 - Brasil E. E. Kuramae
AG 2-1(2-t) AB054852 R144 - Japao S. Kuninaga
AG 2-1 AB054851 R105- - Japao S. Kuninaga
2-t
AG 2-1 AB054846 PS2 - Japao S. Kuninaga
AG 2-1 AB054845 R123 - Japdo S. Kuninaga
H12 01 - - AG 2-1 AY241673 22A F sylvatica Noruega A. M. Hietala
HI13 01 - - AG 2-1 AY241674 19A F sylvatica Noruega A. M. Hietala
H14 01 - - AG 2-1 AJ419933 HK1 Pinus sylvestris Finlandia H. Gronberg
H15 01 - - AG2-2LP  AJ238160.1 Al-1- - Japdo M. C. Julian
10-1
Hl16 01 - - AG2-21V  AB054860.1 HI13 Phaseolus Honduras G. Godoy-Lutz
vulgaris
H17 02 - - AG2-21V  AJ238172.1 S2 - Japao M. C. Julian
AG2-2LP  AJ238173.1  SLP3-3 - Japao M. C. Julian
H18 01 - - - AJ000201.1 IMI Arroz Costa do Marfim A. Johanson
360038
H19 01 - - AG2-21IB  AJ238166.1 No-2 - Japio M. C. Julian
H20 01 - - AG2-2 AF308623 DR-EE- P vulgaris cv.  Republica Domi- G. Godoy-Lutz
AL PC-50 nicana
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Tabela 1. Continuagio

Haplétipos mundiais - Haplétipos Grupo de Codigoda  Isolados  Hospedeiro Local de origem *Fonte
(filogenia) g brasileiros -E anastomose sequéncia
< (analise §§ no NCBI/
g (coalescente g GenBank
= =
H21 03 - - AG2-21V  AB054859.1  87-24- Beta vulgaris EUA, Minnesota S. Kuninaga
4A
AG2-21V  AB000014.1 BC-10 B. vulgaris Japao S. Kuninaga
AG2-21V  AF354117.1 16Rs B. vulgaris Japao D. Gonzales
H22 01 - - AG2-21V  AJ238168.1 Ro64 - Japao M. C. Julian
H23 01 - - AG2-21V  AB054864.1 W-22 P vulgaris EUA, Wisconsin S. Kuninaga
H24 01 - - AG2-21V  AB054865.1 RI-64 B. vulgaris Japao S. Kuninaga
H25 01 - - AG2-21V  AJ238164.1 K-1 - Japao M. C. Julian
H26 01 - - AG2-21V  AJ238158.1  92155- - Japao M. C. Julian
1-2
H27 01 - - AG2-21V  AJ238167.1 R56 - Japao M. C. Julian
H28 01 - - AG2-21V  AB054861.1 DR-G02 P, vulgaris Republica Domi- S. Kuninaga
nicana
H29 02 - - AG2-2LP  AJ238171.1 RGR39 - Japao M. C. Julian
AG2-2LP  AJ238170.1 RGR38 - Japao M. C. Julian
H30 01 - - AG2-21V  AB054863.1 R9 B. vulgaris EUA, Colorado S. Kuninaga
H31 01 - - AG2-2LP  AJ238165.1  L-9-1S - Japao M. C. Julian
H32 01 - - AG221IIB  AY270015.1 SJo7 G. max Brasil R. C. Fenille
H33 03 - - AG2-2LP  ABO054867.1 G4 Zoysia tenui- Japdo S. Kuninaga
folia
AG2-2LP ABO054868.1 G8 Z. tenuifolia Japao S. Kuninaga
AG2-2LP  AB054866.1 48R Z. tenuifolia Japao S. Kuninaga
H34 01 - - AG2-21V  AB054862.1 H-3-77  Daucus carota  EUA, Minnesota S. Kuninaga
H35 01 - - AG 2-2 AF308621 A28 P, vulgaris Cuba G. Godoy-Lutz
aboragineus
H36 02 - - AG2-21IIB AB054858.1  65-L-2 G. max EUA, Illinois S. Kuninaga
AG2-211IB  AB054856.1  88-40-1 B. vulgaris EUA, New York S. Kuninaga
H37 01 - - AG2-21IIB ABO054857.1 89-21-4 Zea mays EUA S. Kuninaga
H38 01 - - AG2-211IB  AJ238162.1 C-306 - Japao M. C. Julian
H39 01 - - AG2-21IIB ABO054855.1 87-36-1 P vulgaris EUA, North S. Kuninaga
Dakota
H40 01 - AG2-211IB  AB054854.1 C96J Juncus effusus Japao S. Kuninaga
H41 01 = . AG2-211IB  AF354116.1 15Rs Lomandra Japao D. GonzaleS
longifolia
H42 01 - - AG221IIB  AJ238157.1 9207 - Japao M. C. Julian

Fonte: A. Johanson, Pest Management Department, Natural Resources Institute, Central Avenue, Chatham Maritime, Chatham, Kent, ME4 4TB, Reino Unido.
A. M. Hietala, Forest Ecology, Skogforsk, Hogskoleveien 12, Aas 1432, Noruega.

D. E. Gonziles, Sistematica Vegetal, Instituto de Ecologia, A. C., Km 2.5 Antigua Carretera a Coatepec, Xalapa, Veracruz 91000, México

E. E. Kurame, CBS, Uppsalalaan 8, NL 3584 CT Utrecht, Holanda.

G. Godoy-Lutz, Plant Pathology, University of Nebraska-Lincoln, 406 Plant Sciences Hall, Lincoln, NE 68583-0722, EUA.

H. Gronberg, Department of Biosciences, University of Helsinki, Viikki Biocenter, P.O.Box 56, Viikinkaari 9, FIN-00014, Finlandia.

M. C. Julian, Biotecnologia Microbiana,Centro Nacional de Biotecnologia CNB-CSIC, Campus Cantoblanco UAM, Madrid 28049, Espanha.
M. Hyakumachi, Gifu University, Faculty of Agriculture; Yanagido 1-1, Gifu, Gifu, 501-1193, Japdo.

R. C. Fenille, Ministério da Agricultura, Goias, Brasil.

S. Kuninaga, Health Sciences University of Hokkaido; Tohbetsu, 1757, Ishikari-gun, Hokkaido 061-0293, Japdo.

V. Rubio, Biotecnologia Microbiana, Centro Nacional de Biotecnologia, Campus Cantoblanco-UAM, Madrid 28049, Espanha.
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Tabela 2. Caracteriza¢do de haplotipos Amazonicos de Rhizoctonia solani AG 2-2 (subgrupo associado a Hevea brasiliensis) de acordo com sitios polimorficos

(substituigdes) e eventos de inser¢do e perda detectados em seqiiéncias de DNA da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA *.

Posigdo ao longo da a S = % % ® o 2 @ % Q
regiao - — — o Sl o) < o) el N
Numero do sitio — S e < " © ~ oo o = -
Tipo de sitio t t t t t t t T t t t
Tipo de carater i i - - i - - - i - -
Consenso A T T C G C T C C T T
Haplétipos / frequéncia Proporgao

H46 A 28 0.19 G C

HO1 B 47 0.32 A T

H45 C 2 0.01 . C C T . T

H43 D 2 0.01 A T

H46 E 37 0.25 A

HO1 F 15 0.10 A T C
H44 G 13 0.09 G C

H47 H 2 0.01 G C

Total 146

*O niimero do sitio (1 a 11) indica a posi¢do do polimorfismo ao longo da regido ITS-5.8S do rDNA, que vai da 1* a 662° base de DNA. Os simbolos a seguir indicam: t, substitui¢des do
tipo transigdes; v, transversoes; i, sitios filogeneticamente informativos; -, sitios nao informativos. As regides monomorficas sao indicadas por pontos enquanto as substitui¢cdes por bases
distintas em relagdo a sequéncia consenso. O niimero do haplétipo mundial (HO1, H43-H47) ¢ seguido da designagdo do haplétipo amazonico (de A a H), de sua frequéncia (i.e., indica o

numero de vezes que o haplotipo foi observado na amostra) e da propor¢ao na amostra.

distinta em relagdo ao AG 2-2 I1IB, 2-2 IV e 2-2 LP.

Com base nessas observagdes, acreditamos ser oportuno postular que a
populagdo brasileira de 7 cucumeris causando mancha areolada da seringueira
e queima das folhas do maracuja, pertencentes ao grupo AG 2-2 de R. solani,
compreendem um grupo de anastomose distinto do AG 2-2 IV. Assim,
confirmando as observagdes de Gaino et al. (13), é oportuna a denominagao de
AG 2-2 Hb para o patdgeno da mancha areolada da seringueira na Amazonia.

Ha consenso sobre a utilidade e relevancia da regido ITS-5.8S do rDNA
como marcador filogenético apropriado para identificagdo de grupos de
anastomose de R. solani (1, 7, 16, 26). Por sua vez, ¢ importante estender o
estudo sobre a relacao filogenética entre membros descritos do AG 2-2 (e o novo
AG 2-2 Hb), incluindo informagao de outros genes. Entre os genes atualmente
recomendados para elucidar relagdes filogenéticas entre fungos basidiomicetos
do género Rhizoctonia e correlatos, estdo a subunidade maior da polimerase II de
RNA (rpb2) e o fator de traduc@o-alongamento 1 alfa (¢ef7), ambos codificados
nuclearmente; um gene codificado na mitocondria, a subunidade 6 da ATP
sintase (atp6); e outro gene do operon do DNA ribossomico, a subunidade
grande ribossomica (LSU) (17).

Finalmente, usando o modelo coalescente, efetuamos analise evolutiva da
regido ITS-5.8S do rDNA da populacdo Amazonica de R. solani AG 2-2 Hb
da seringueira e de P. edulis (Figura 3). Na genealogia génica construida, a
direcdo da divergéncia ocorre do topo da genealogia (significando o haplétipo
mais velho, ou o passado da genealogia) para a base (o haplotipo mais jovem,
ou o presente). O processo coalescente vai da base (presente) ao topo (passado).
Como a genealogia génica ¢ enraizada, todas a mutagdes e bifurcagdes estdo
também organizadas (ordenadas) do topo para a base. Os nimeros abaixo de cada
ramo da arvore denominam (em ordem) cada haplotipo Amazonico distinto (de
A aH), sua frequéncia total (i.e., o nimero total de ocorréncias do haplotipo na
amostra populacional) e a frequéncia de cada haplotipo nas amostras de Xapuri,
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Belém e Manaus (Figura 3).

Assim, com base na analise evolutiva coalescente da regido ITS-5.8S do
rDNA, observou-se, inicialmente, que a populagdo de R. solani AG 2-2 Hb
de Belém ¢ relativamente mais velha que as demais populagdes analisadas.
O tempo de divergéncia até o ancestral comum mais antigo desta populagao,
com a mutagdo nimero | na genealogia, ¢ de cerca de 0,45 unidades evolutivas
coalescentes (numa escala de 0 a 1,0). O ancestral comum de todas as trés
populagdes analisadas (indicado por conter apenas a mutagdo nimero 8 na
genealogia, de T para C) esta associado com isolado de R. solani AG 2-2 Hb
do maracuja, em Benevides (proximo a Belém) e tem cerca de 0,8 unidades
evolutivas coalescentes de idade.

Nenhum haplétipo da regido ITS-5.8S do R. solani AG 2-2 Hb amostrado
em Belém foi observado em outras regides. Entretanto, a populagdo de Manaus
compartilhou dois, de seus quatro haplotipos, com aqueles observados em Xapuri
/Rio Branco, no Acre. De forma peculiar, esses haplotipos (E e B), aparecem nas
duas localidades porém com freqiiéncias diferentes em Manaus e em Xapuri /
Rio Branco, indicando efeito de fluxo génico (ou migragdo) e deriva genética (ou
amostragem casual). Essas duas populagdes também compartilham um mesmo
ancestral, relativamente mais jovem que o da populagido de Belém, com cerca
de 0,2 unidades evolutivas coalescentes.

Apesar de T. cucumeris da mancha areolada da seringueira ser patogeno
de parte aérea com infeccdo primaria ocorrendo por basididsporos dispersos
a curtas e média distancia (15), a hipotese de fluxo génico a longa distancia
(de milhares de quilometros) entre essas populagdes do patogeno parece ser
de dificil aceitagdo, se considerarmos apenas os aspectos da biologia da
mancha areolada da seringueira. Entretanto, ha relato histérico de que a
cultura da seringueira foi estabelecida no Acre por introdugdo de mudas
obtidas do Amazonas (24). A dispersdo do patéogeno associado a mudas

contaminadas e sua introdugdo no Acre mediada pela atividade humana,
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Figura 2. Arvore ilustrando as relagdes filogenéticas entre haplotipos da regido ITS-5.8S dos grupos AG 2-1, AG 2-2 (INIB ¢ IV ¢ LP), AG 2-3 ¢ o grupo de isolados

de Rhizoctonia solani obtidos de Hevea brasiliensis e de Passiflora edulis na Amazonia brasileira *.

* Estas relacdes filogenéticas foram baseadas no modelo GTR + I de evolucdo de bases de DNA. Valores de probabilidades posteriores (variando de 0 a 1,0)

geradas por analise Bayesiana de MCMCMC sao apresentados para os ramos principais. Valores proximos a 1,0 indicam elevada significancia estatistica para o

respectivo ramo, avaliada em 11542 arvores artificialmente geradas. A arvore foi enraizada usando seqiiéncias da regido ITS-5.8S do rDNA de R. solani AG 2-1.

Os taxa sdo identificados pelo codigo do haplotipo mundial, seguido pelo tamanho da amostra, hospedeiro e local de origem. As seqiiéncias da regido ITS-5.8S

dos diferentes grupos de anastomose utilizadas para inferir as relagdes filogenéticas sdo oriundas do NCBI/GenBank. A designagdo de haplotipos mundiais de R.

solani AG 2 ¢ apresentada na Tabela 1.

corroboraria nossas observagdes.

Este estudo representa uma iniciativa pioneira em andlise evolutivo-
populacional de um fungo fitopatogénico do género Thanatephorus num
patossistema tropical na regido Amazoénica. Por sua vez, para maior
robustez na descri¢do de padrdes e interpretagdo de processos evolutivos
que moldaram a estrutura populacional do patégeno da mancha areolada
da seringueira, ¢ necessario o desenvolvimento de um conjunto maior de
marcadores genético-moleculares mais apropriados, que sejam altamente
variaveis e seletivamente neutros (1). O desenvolvimento de novos
marcadores de importancia para estrutura genética de populagdes, tais como
de sequéncias simples repetidas (SSR ou microssatélites) ou polimorfirmos
de nucleotideos unicos (SNPs), fazem parte de nossos planos para estudo
das forgas evolutivas moldando a estrutura populacional de 7. cucumeris na
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Amazodnia. Os riscos evolutivos de 7. cucumeris, por exemplo, para superar
aresisténcia genética da clones novos de seringueira sdo conhecidos apenas
hipoteticamente, pois se desconhece qual a importancia da recombinagado e
do fluxo génico moldando a estrutura populacional do patdgeno.
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Figura 3. Genealogia génica coalescente com a mais alta probabilidade (verossimilhanga= 1.7465 X 10, desvio padrdo = 0.0000) mostrando a distribuigdo de
mutagdes (pontos pretos ao longo da genealogia) na regido ITS-5.8S do rDNA em populagdes de Thanatephorus cucumeris (Rhizotonia solani) da mancha areolada
da seringueira obtidas em Xapuri (AC), Belém (PA) e Manaus (AM) na regido Amazonica *.

* As simulagdes do processo coalescente foram baseadas em estimador de Watson para ® = 0,75 e populac¢des de tamanho constante. A escala de tempo ¢ expressa
em unidades coalescentes. Na genealogia génica a direcdo da divergéncia ocorre do topo da genealogia (significando o haplotipo mais velho, ou o passado) para
a base (o hapldtipo mais jovem, ou o presente). O processo coalescente vai da base (presente) ao topo (passado). Como a genealogia génica ¢ enraizada, todas a
mutagdes e bifurcagdes estdo também ordenadas do topo para a base. Os niimeros abaixo de cada ramo da arvore denominam (em ordem) cada haplétipo Amazonico
distinto (de A a H), sua freqiiéncia total (i.e., o nimero total de ocorréncias do haplétipo na amostra populacional) e a freqiiéncia de cada haplétipo nas amostras
de Xapuri, Belém e Manaus.
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