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RESUMO

Poloni, N.M.; Ramos Molina, L.M.; Chavarro Mesa, E.; Garcia, I.L.; Ceresini, P.C. Evidéncia de que o fungo Rhizoctonia solani AG-1 1A adaptado
a Urochloa na Colombia mantém ampla gama de hospedeiros incluindo o milho. Summa Phytopathologica, v.42, n.3, p.228-232, 2016.

O fungo Rhizoctonia solani grupo de anastomose AG-1 IA emergiu como
patdgeno importante associado a queima foliar, podridao do coleto e morte de
pastagens do género Urochloa (braquiaria) na América do Sul. Neste estudo
objetivou-se determinar se a adaptagdo de R. solani AG-1 1A a Urochloa
spp. na Colombia promoveu diferengas fenotipicas de agressividade
a hospedeiros distintos. Testou-se a hipotese de que as populagdes do
patdgeno adaptadas a Urochloa ndo sao hospedeiro-especializadas e, desta
forma, nao estdo geneticamente isoladas, mantendo assim ampla gama de
hospedeiros, incluindo as fabaceas feijao caupi e soja. Determinou-se,
também, se dois grupos de isolados obtidos de populagdes de R. solani

AG-1 1A amostradas de Urochloa na Colombia tinham potencial adaptativo
para emergir como patdégeno do milho. Além do nivel de agressividade
da doenca em diferentes hospedeiros, determinou-se os componentes de
evolutibilidade como o coeficiente de varidncia genotipica (/ ), de variancia
ambiental (/,) e a herdabilidade (#?). Concluiu-se que: i) A adaptagdo de
R. solani AG-1 1A a Urochloa spp. nao promoveu diferencas fenotipicas de
agressividade em hospedeiros distintos e, desta forma, o patogeno mantém
ampla gama de hospedeiros; ii) A populagio de R. solani AG-1 1A de Urochloa
hibrido Mulato da Colombia tem potencial adaptativo para emergir como
patdgeno do milho.
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forrageiras

ABSTRACT

Poloni, N.M.; Ramos Molina, L.M.; Chavarro Mesa, E.; Garcia, I.L.; Ceresini, P.C. Evidence that the fungus Rhizoctonia solani AG-1 1A adapted
to Urochloa in Colombia keeps a broad host range including maize. Summa Phytopathologica, v.42, 1.3, p.228-232, 2016.

The fungus Rhizoctonia solani anastomosis group AG-1 IA has emerged
as an important pathogen associated with foliar blight, collar rot and death of
Urochloa (Brachiaria) forage pastures in South America. This study aimed to
determine whether the adaptation of R. solani AG-1 1A to Urochloa spp. in
Colombia promoted phenotypic differences in aggressiveness to distinct hosts.
Our hypothesis was that the pathogen populations adapted to Urochloa spp. are
not host-specialized and hence are not genetically isolated, thereby maintaining
a broad host range, including the fabaceous plants cowpea and soybeans. We
also determined whether two groups of isolates from populations of R. solani

AG-1IA sampled from Urochloa in Colombia have adaptive potential to emerge
as maize pathogens. Besides the levels of disease severity in different hosts,
we also determined the components of evolvability, such as the coefficient of
genotypic variance (), the environmental variance (/,) and the heritability
(h?). We concluded that: i) The adaptation of R. solani AG-1 IA to Urochloa
spp. did not cause any phenotypic differences in aggressiveness to distinct hosts
and therefore the pathogen maintains a broad host range. ii) The population of
R. solani AG-1 IA from Urochloa hybrid Mulato in Colombia has adaptive
potential to emerge as a maize pathogen.

Keywords: emerging pathogens in agriculture, pathogenic adaptability, genetic divergence, Urochloa foliar blight, forage diseases

Nos anos 90, o fungo Rhizoctonia solani Kuhn grupo de anastomose
1 IA (AG-1IA) emergiu como patégeno importante associado a queima
foliar, podridao do coleto e morte de pastagens do género Urochloa na
América do Sul (8; 18). Os primeiros relatos dessa doenga ocorreram na
Colombia, em areas onde o cultivo de arroz (um hospedeiro altamente
suscetivel ao fungo (15; 19) foi substituido pelo cultivo de pastagens
do género Urochloa spp. (capim braquidria), em resposta a crescente
demanda por pecudria extensiva (6; 25). A braquiaria ¢ uma forrageira
muito importante na América Latina tropical, atingindo, somente no
Brasil, mais de 160 milhdes de hectares de cultivo (17). Em pastagens no
Brasil, o patogeno foi relatado atacando especificamente U. brizantha
cv. Marandu nos estados do Acre, Maranhéo, norte do Mato Grosso,
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Rondonia, sul do Para e Tocantins, todos na regiao Amazonica (11; 26).
Observagdes recentes sobre a biologia de populagdes de R.
solani AG-1 A, sugerem que este patdgeno tem um alto potencial
evolutivo para emergir como fitopatdgeno em novos hospedeiros por
apresentar sistema reprodutivo misto (que inclui a reproducdo sexuada
e a dispersdo de clones adaptados), alto fluxo génico e tamanho
populacional e diversidade genética elevados (3; 6; 7; 14; 22).
Evidéncias genético-populacionais obtidas na ultima década
indicaram que a emergéncia de populagdes especializadas de R. solani
AG-1 TA em novos hospedeiros ocorreu via troca, do arroz para o
milho (14), ou salto de hospedeiros, do arroz para a soja (2). A troca
de hospedeiro, devido a sobreposi¢ao (ou conectividade) de cultivos
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em areas de cultivo de arroz foi, também, apontada como o principal
mecanismo para a emergéncia da queima da braquiaria na Colombia (6).

A magnitude dos cultivos de braquiaria na América do Sul mantendo
conectividade espacial e temporal com outras culturas de importancia
economica (o milho, por exemplo) aumenta a dinamica de populacdes do
patdgeno entre cultivos e poderia levar populagdes de R. solani AG-1 1A
adaptadas a pastagens a expandir sua gama de hospedeiros (4).

Ha cerca de 25 anos, R. solani AG-1 IA emergiu causando a mancha
bandeada do milho na Venezuela em areas tradicionalmente usadas na
produgdo de arroz (5; 14; 23). A mancha bandeada do milho adquiriu,
entdo, elevada importancia na Venezuela devido a ineficacia das medidas
para o manejo da doenga como a aplicagdo de fungicidas e a rotacdo de
culturas. A rotagéo de culturas ¢ particularmente dificil considerando que
R. solani AG-1 1A pode atacar tanto outras podceas quanto fabaceas (5).
Ha variabilidade genética, entre genotipos de milho, para resisténcia a
mancha bandeada. Entretanto, ainda ndo ha disponibilidade de materiais
comerciais de milho resistentes a R. solani AG-1 1A (23).

Com excego da Venezuela, ainda nao ha relatos sobre a emergéncia da
mancha bandeada do milho em outros agroecossistemas sul-americanos.
Entretanto, ¢ plausivel a hipotese da emergéncia de R. solaniAG-1 1A
como patégeno do milho tanto Brasil quanto na Colombia, se o cultivo
de milho expandir-se para areas adjacentes ou antes cultivadas com
hospedeiros suscetiveis ao patdogeno, tais como o arroz, o feijao-caupi,
a soja, e principalmente, a braquiaria (9; 13; 20; 25).

Sob essa perspectiva, os objetivos deste estudo foram: 1) determinar
se a adaptagdo de R. solani AG-1 1A a Urochloa spp. promoveu
diferengas fenotipicas de agressividade a hospedeiros distintos. A
hipotese é de que “as populagdes do patdgeno adaptadas a Urochloa
spp. ndo sdo hospedeiro-especializadas e, desta forma, ndo estdo
geneticamente isoladas, mantendo assim ampla gama de hospedeiros”
ii) determinar se duas populacdes de R. solani AG-1 1A da Urochloa
obtidas da Coléombia tem potencial adaptativo para emergir como
patogeno do milho.

MATERIAL E METODOS

Isolados de R. solani AG-1 IA foram coletados em 2011 de
areas de cultivo de U. brizantha cv. Toledo e de Urochloa hibrido
Mulato no estado de Meta, na Colombia (25). Os isolados foram
genotipados usando nove loci microssatélites. De cada populagao,
foram selecionados, ao acaso, doze isolados geneticamente distintos.
Os isolados originais do patégeno foram conservados sob a forma
de esclerodios e micélio em grios colonizados de arroz parboilizado
mantidos em criotubos contendo silica gel, a -20 °C. Cada isolado foi
transferido e propagado em placas de Petri contendo 15 mL de meio
BDA (batata-dextrose-agar, KASVI, Curitiba, PR, Brasil). Para preparo
de indculo, graos de arroz parboilizado umedecidos com uma solugio
de cloranfenicol e estreptomicina a 50 pg.mL", foram previamente
autoclavados a 120°C por 30 minutos e entdo distribuidos em BDA
contendo culturas puras de Rhizoctonia em crescimento por trés dias.
Apos dois dias de incubacdo a 25°C, graos de arroz colonizados pelo
fungo foram usados como inoculo. Graos de arroz ndo colonizados,
porém mantidos sob as mesmas condi¢des, foram usados para inocular
os controles.

Os experimentos de patogenicidade cruzada foram estabelecidos,
conduzidos e avaliados de forma similar a estudos anteriores (2; 14),
descritos com mais detalhes a seguir. As plantas de feijao-caupi cv.
IT86D-719, soja cv. BRS Valiosa e milho cv. Flintisa foram semeadas
em copos descartaveis de 180 mL contendo, como substrato, vermiculita
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expandida de textura média e mantidos em casa de vegetacao.
Apos a semeadura foi realizada adubag@o com solucdo de macro e
micronutrientes. Foram conduzidos trés experimentos distintos, um
para cada hospedeiro. A inoculacdo das plantas de feijao-caupi e de
soja foi efetuada apo6s 13 ou 17 dias da semeadura, respectivamente,
transferindo-se um grdo de arroz colonizado por R. solani AG-1 1A
para aregido do peciolo da primeira folha trifoliada, o qual foi mantido
dentro de um pequeno cone de papel sulfite usado para dar suporte ao
grdo de arroz. Ja a inoculagdo do milho foi realizada 18 dias apos a
semeadura, transferindo-se os graos de arroz colonizados diretamente
para aregido da bainha da primeira folha verdadeira. Os copos contendo
plantas inoculadas foram transferidos para bandejas e embalados dentro
de sacos plasticos transparentes para manter atmosfera de alta umidade,
e incubados a 25°C, sob luz fluorescente continua e fotoperiodo de 12
h, até a avaliacdo.

A severidade da doenga foi avaliada quatro (para feijao-caupi e
soja) ou trés dias apds a inoculagdo (para milho), fotogratando-se pelo
menos uma folha infectada por planta. O nivel de severidade da doenga
foi determinado com base na area foliar doente das folhas usando o
software para analise de imagens digitais ASSESS da APS (dmerican
Phytopathological Society). A anélise de variancia foi efetuada usando
o pacote de software estatistico SAS (versdo 9.1 da SAS System for
Windows; SAS Institute, Cary, Carolina do Norte, EUA). Nesta etapa
do estudo foi determinado o efeito dos dois grupos de isolados do
patogeno [de U. brizantha cv. Toledo (BBT) ou de Urochloa hibrido
Mulato (BHM)] sobre a agressividade aos trés hospedeiros distintos. As
médias de agressividade dos grupos de isolados do fungo aos hospedeiros
foram comparadas por contrastes de médias. Os experimentos foram
delineados de forma inteiramente casualizada, com cinco repeti¢des.
Foram conduzidas duas réplicas dos experimentos. Como a interag@o
tratamentos vs. experimentos foi nao significativa, optou-se por utilizar
os dados de um dos experimentos para representar os fenomenos aqui
descritos.

Determinou-se, também, os componentes de evolutibilidade (isto
¢, uma medida do potencial adaptativo) do fungo para adaptar-se ao
feijao caupi, a soja e ao milho. Para andlise dos efeitos das populacdes
de origem dos isolados de R. solani AG-1 1A da braquiaria (BBT
e BHM) sobre os componentes de evolutibilidade do patogeno, a
variancia explicada pelo fator isolados dentro de cada populagdo foi
interpretada como variancia genética (V) € o erro experimental foi
considerado como varidncia ambiental (V). A variancia fenotipica
foi calculada como V=V ,+ V.. Os componentes de varidncia foram
determinados por procedimento estatistico implementado no programa
R. As variancias obtidas foram padronizadas pelo quadrado da média
da agressividade dos gendtipos (ou isolados) do patdgeno dentro de
cada populagdo (m?, i = l..n gendtipos), onde: V,/ m? = 1.,V /
m? =1,;eV,/m?=1, que sio os coeficientes de variacdo para as
varidncias genética (), ambiental (/) e fenotipica (/,), sendo entdo
consideradas medidas de evolutibilidade ou de resposta a sele¢ao (16).
A herdabilidade média para o carater agressividade do patdgeno foi
calculada como a razdo entre a variancia genotipica (/) e a variancia
fenotipica (/,), ambas padronizadas. O intervalo de confianca a 95%
para as estimativas de herdabilidade foram calculados por meio de
analise de bootstrap ordindrio ou ndo-paramétrico (10; 12) baseada
em 999 reamostragens de dados originais, onde em cada reamostragem
obteve-se os componentes de variancias e as respectivas herdabilidades
como descrito anteriormente. O bootstrap foi implementado no
ambiente R (24) onde utilizou-se os pacotes da distribui¢do base e o
pacote “lme4” (1) para obter os componentes de variancia do modelo
misto considerado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo indicou que os dois grupos de isolados de R. solani AG-1
IA de Urochloa (BBTou BHM) obtidos na Colombia foram altamente
agressivos ao feijdo-caupi, a soja e ao milho (Figura 1, Tabelal). Os

Tabelal. Teste de patogenicidade cruzada de Rhizoctonia solani AG-1
IA de Urochloa dos Llanos Colombianos ao feijao-caupi, a soja e ao
milho.

Hospedeiro de origem Percentagem média de area foliar

e grupo de isolados infectada

Feijao caupi  Sojacv. BRS  Milho

cv. IT86D-719 Valiosa Flintisa
Urochloa brizantha cv. Toledo (BBT)
BBT1-Al 63,78 80,14 62,95
BBT1-A2 36,36 93,77 63,78
BBT1-A3 53,85 76,53 66,60
BBT1-A6 37,11 88,75 42,85
BBTI1-D25 34,79 88,00 59,47
BBTI1-E27 73,73 96,48 68,93
BBT2-Al 25,37 73,96 58,77
BBT2-A4 50,24 76,94 64,46
BBT2-A5 57,59 89,72 73,49
BBT2-B10 35,01 81,91 61,87
BBT2-B16 53,53 76,33 84,38
BBT2-C24 43,25 98,33 79,28
N=12 47,05 85,07 65,57
Urochloa hibrido Mulato
(BHM)
BHM3-Al 61,06 81,44 70,80
BHM3-A10 35,11 79,76 79,35
BHM3-A5 26,20 75,01 16,80
BHM3-BI11 51,98 90,98 70,13
BHM3-B13 39,21 93,80 91,57
BHM3-C28 79,33 99,81 67,40
BHM4-A10 48,42 86,60 52,53
BHM4-A4 65,78 82,36 74,07
BHM4-A5 77,53 92,83 65,34
BHM4-A6 54,86 90,99 41,92
BHM4-B19 43,35 99,40 54,25
BHM4-D36 66,14 59,74 84,46
N=12 54,08 86,06 64,05
Todos os isolados

N=24 50,57 85,57 64,81
Testemunha nao inoculada 0,00 0,00 0,00
Contraste entre  Estimativa -84,35 -11,87 18,21

grupos de

isolados
F 1,91 0,10 0,11
Pr>F 0,17 0,75 0,73
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valores médios de agressividade foram 50,6, 85,6 ¢ 64,8% de area foliar
infectada, para feijao-caupi, soja e milho respectivamente. Entretanto,
ndo houve diferenca significativa entre os grupos de isolados BBT ¢
BHM (F contrastes de médias ndo significativos).

Soja e feijao-caupi ja foram relatados como hospedeiros de R. solani
AG-1 1A, especialmente no Brasil (13; 20; 21). No agroecossistema sul-
americano o milho s6 havia sido descrito como hospedeiro do patogeno
na Venezuela (23). Os sintomas observados em milho inoculado com
R. solani AG-1 1A de Urochloa da Colombia assemelharam-se aos
descritos por Perdomo e colaboradores (23).

Com relagdo a adaptabilidade de R. solani AG-1 1A de Urochloa
da Colombia a hospedeiros diferentes, estimada com base em medidas
de evolutibilidade, observou-se que a origem dos grupos de isolados
(BBT ou BHM) ndo influenciou a variancia genotipica (1 ou ambiental
(1,) associada a agressividade do patogeno ao feijdo-caupi e a soja,
uma vez que tanto os valores de / quanto os de /, ndo diferiram
significativante (Figura 2). No geral observou-se também que, nos
dois grupos de isolados, a variancia ambiental (/,) para agressividade
do patdgeno foi significativamente maior que a varidncia genética (/ ),
quando se inoculou o feijdo caupi e a soja. Isto resultou em valores
relativamente baixos de herdabilidade (variando entre 0,19 a 0,38),
refletindo, basicamente, o efeito da varidncia ambiental interferindo
de forma distinta na expressao génica de gendtipos do patébgeno. Ou
seja, a variagdo na agressividade dos isolados de R. solani AG-1 IA
das duas populagdes testadas dependeu basicamente das condi¢des do
ambiente (27).

Ja em milho, a contribuicdo relativa da varidncia genética em
relacdo a ambiental para agressividade foi maior no grupo BHM
que no BBT, resultando em maior herdabilidade para este carater
(h? = 0,62). Maior herdabilidade indica que a variagdo fenotipica na
agressividade dos isolados do grupo BHM ¢ um excelente previsor do
potencial adaptativo de R. solani AG-1 1A para emergir como patdgeno
do milho, pois indica maior contribui¢do de componentes genéticos
sobre o fendtipo.

Pela semelhanga entre os patossistemas tropicais sul-americanos,
¢ provavel que processo semelhante ao descrito na Venezuela venha
ocorrer também com populagdes colombianas, ¢ talvez com as
brasileiras, do patdgeno. Até o momento da conclusdo desta pesquisa,
ainda nao dispinhamos de populagdes brasileiras de R. solaniAG-1 1A
que infectam Urochloa. Entretanto, amostragens recentes conduzidas
por nosso grupo de pesquisa foram realizadas na Amazonia brasileira
e populacdes do patogeno estio sendo caracterizadas geneticamente e
fenotipicamente, para estendermos o escopo deste estudo (6).

A adaptacdo de R. solani AG-1 1A a Urochloa spp. ndo promoveu
diferencgas fenotipicas de agressividade a hospedeiros distintos como
feijdo caupi, soja e milho. Os dois grupos distintos de isolados ndo
apresentaram indicios de especializacdo mantendo, assim, ampla gama
de hospedeiros.

O grupo de isolados obtido da populagdo BHM de R. solani AG-1
IA de Urochloa hibrido Mulato na Colombia tem potencial adaptativo
para emergir como patdgeno do milho naquele pais.
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Figura 1. Sintomas de mela do feijdo caupi (A) e da soja (B) e de mancha bandeada do milho (C) em folhas de plantas inoculadas com Rhizoctonia
solani AG-1 IA de Urochloa. Folhas sem sintomas se referem aos controles nao inoculados.
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Figura 2. Componentes de evolutibilidade (/, = varidncia ambiental, / = varidncia genética, ambas padronizadas) e herdabilidade (%) para
agressividade ao feijao-caupi, ao milho e a soja, como resposta aos efeitos de dois grupos de isolados de Rhizoctonia solani AG-1 1A de Urochloa
(BBT ¢ BHM) na Colombia.*

* Os diagramas de caixas (boxplots) contém a linha da mediana aproximadamente em seu centro e 50% dos dados (entre os quartis 25 e 75%) gerados por bootstrap
considerando 999 re-amostragens. As barras verticais indicam os valores maximos e minimos observados e os circulos os valores atipicos. O entalhe marca o intervalo
de confianga de 95% para as medianas.
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