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RESUMO

Rhizoctonia solani apresenta vasta gama de hospedeiros e causa uma das principais
doencas do feijoeiro, conhecida como rizoctoniose, mela ou murcha da teia miceélica. Este
estudo objetivou caracterizar a diversidade genética e patogénica de isolados de R. solani de
plantas de feijao-caupi e feijdo-comum com sintomas de rizoctoniose, coletados em areas de
producdo no Agreste Meridional de Pernambuco. Foram avaliadas a morfologia e a
patogenicidade dos isolados de R. solani. Foi realizada a caracterizacdo genética utilizando
seqliéncias génicas da regido ITS do rDNA e inferidos os grupos de anastomose. Dentre 0s 57
isolados de R. solani incluidos no estudo a maioria apresentou col6nias de cor inicialmente
branca, que tornavam-se marrom ou bege com o envelhecimento da coldnia. A formacéo de
microesclerdcios somente foi observada apds 15 dias. A taxa de crescimento micelial variou
entre 1,7 e 3,6 (cm.dia™'). Na analise filogenética na qual utilizou-se a regido ITS do rDNA a
maior parte dos isolados de feijdo-caupi e feijdo-comum agrupou no grupo de anastomose
AG4 HG-I e um isolado de feijao-caupi no grupo AG2-2 I1IB. Todos os isolados foram
patogénicos ao feijao-caupi cultivar IPA-207, com niveis de severidade entre 40 e 92,8%.
Portanto, no Agreste Meridional a rizoctoniose do feijao-caupi e do feijdo-comum é causada

principalmente pelo grupo AG4 HG-I de R. solani.

Palavras-chave: Rizoctoniose, Vigna unguiculata, Phaseolus vulgaris, grupo de anastomose.
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ABSTRACT

Rhizoctonia solani causes diseases on a range of hosts and one of the most important
diseases on common bean and cowpea, known in Brazil as "rizoctoniose”, “mela” or “murcha
da teia micélica”. This study aimed to characterize the genetic and pathogenic diversity of R.
solani isolates obtained from common bean and cowpea with “rizoctoniose” symptoms in the
Agreste Meridional of Pernambuco. Isolates of R. solani were evaluated regarding
anastomosis groups (inferred from ITS rDNA phylogeny), morphology and pathogenicity.
The genetic diversity was evaluated through the use of sequences of the ITS region of the
rDNA. Fifty-seven isolates of R. solani were obtained from common bean and cowpea
production areas. Colonies of the fungus isolated were initialy white, becoming brown or
beige with age. The production of microsclerotia was observed only after 15 days of
incubation. The growth rate of colonies ranged from 1.7 to 3.6 cm.day-. In the phylogeny
using ITS rDNA the majority of isolates from commom bean and cowpea grouped together in
the AG4 HG-I and one of cowpea grouped in AG2-2 IlIB. All isolates where patogenic to
cowpea IPA-207 cultivar, showing severity levels from 40 to 92.8%. Thus, in the Agreste
Meridional of Pernambuco, the “rizoctoniose” of cowpea and common bean is caused mainly
by Rhizoctonia solani AG4 HG-I.

Key words: Rizoctoniose, Vigna unguiculata, Phaseolus vulgaris, anastomosis groups.
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DIVERSIDADE GENETICA E PATOGENICA DE Rhizoctonia solani DO FEIJOEIRO
NO AGRESTE MERIDIONAL DE PERNAMBUCO

INTRODUCAO GERAL

1.1-  Aspectos gerais da cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)

A cultura do feijoeiro € cultivada, praticamente em todo territério nacional com um
rendimento médio de 904 kg ha-1 (CONAB, 2010). A producao de feijdo no pais, na safra de
2008/2009, ultrapassou 3,5 milhdes de toneladas em uma &rea plantada total de 4 milhdes de
hectares, valores referentes a soma das trés épocas de plantio (CONAB, 2009). No Brasil, sdo
produzidas anualmente mais de trés milhdes de toneladas de feijdo e atualmente é o pais de
maior producéo.

Na regido Nordeste, o feijdo-comum € cultivado em maior escala nos estados da
Bahia, Sergipe, Alagoas e Pernambuco. O Nordeste como um todo cultiva os dois tipos de
feij6es, comum e caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], variando a proporcao de estado para
estado, na dependéncia do clima, ou pela temperatura ou por intensificacdo da escassez das
chuvas. Desse modo, a Bahia e o Sergipe cultivam, em sua maioria, o feijdo-comum e essa
situacdo vai se invertendo de modo que a partir do Ceara quase todo o feijao produzido é
representado pelo caupi. Em Pernambuco, historicamente, a producdo de cerca de 300 mil
hectares era representada por 150 mil hectares para cada espécie. Porém acredita-se que o
feijdo-caupi esteja em expansdo em area produzida em detrimento do feijdo-comum (COSTA,
2007).

Diversos fatores tém contribuido negativamente para o baixo rendimento do feijdo-
comum registrado no Nordeste do Brasil, entre eles: uso de cultivares pouco adaptadas aos
diversos sistemas de producéo, baixa utilizacdo de sementes certificadas, cultivo em sistema
de consércio, manejo inadequado da cultura, deficiéncia hidrica no florescimento ou na fase
de enchimento de gréos, pragas e doencas. (CARVALHO et al., 2005; WARWICK et al.,
2005).

Entre as doencas de maior severidade nesta cultura destacam-se a antracnose
[Colletotrichum  lindemuthianum  (Sacc. &  Magn.) Scrib.],  mancha-angular
[Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. Braun] (PEREIRA, 2007; INDEX
FUNGORUM, 2011), ferrugem [Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger], murcha-de-



Fusarium [Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. phaseoli Kendrick & Snyder], mofo-branco
[Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary], rizoctoniose [Thanatephorus cucumeris (Frank)
Donk], causadas por fungo, crestamento-bacteriano (Xanthomonas axonopodis) causada por
bactéria e mosaico-comum (potyvirus) e mosaico-dourado (geminivirus) causadas por virus
(PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006).

1.2- Rhizoctonia solani Kiihn

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. Sobrevivendo como escler6cios ou hifas espessadas nas plantas, ou podendo
permanecer no solo, servindo de inéculo priméario para culturas subseqiientes (CARDOSO,
1981). O micélio é caracterizado pela ramificacio em angulo reto com septacdo
imediatamente e ap6s 0 ramo, constricio na base da ramificacdo e septo doliporo
(ANDERSON, 1982; ADAMS, 1988).

O género Rhizoctonia divide-se em espécies com hifas binucleadas como R. callae E.
Castell, R. cerealis Van Der Hoeven, R. endophytica Saksena & Vaartaja, R. fragariae S.
Husain & W. E. McKeen, R. fumigata S. Gunnell & R.K. ebster, R. ramicola W.A. Weber &
D.A. Roberts, R. oryzae-sativae Sawada, R. repens Bernard e R. anaticula Currah, e espécies
com hifas multinucleadas como R. zeae VVoorhees, R. oryzae Ryker e R. solani Kuhn, sendo a
Gltima considerada a espécie mais importante como fitopatogeno (SNEH et al., 1991).

O fungo R. solani tem como forma sexuada T. cucumeris, pertencente ao Filo
Basidiomycota. A fase anamorfica ou estddio assexual, R. solani, ocorre mundialmente
causando doengas em uma ampla variedade de plantas cultivadas (SNEH et al., 1991). Nas
condi¢cdes do tropico Umido e em algumas regides do semi-arido, a combinacdo de
temperatura e umidade relativa elevada favorece o desenvolvimento da doenca que, em
conseqliéncia, diminui a produtividade da cultura (SARTORATO, et al., 2006).

No Brasil, R. solani foi relatada causando doengas em pimentdo (Capsicum annuum
L.) (ALMEIDA et al., 1980), seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) (TANAKA;
COQUEIRO, 1981), soja [Glycine max (L.) Merr.] (MEYER; YORINORI, 1999), amendoim
(Arachis hypogea L.) (KURAMAE et al., 2002), feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.)
(GODOY-LUTZ et al, 2003; KURAMAE et al., 2002), eucalipto (Eucalyptus spp.)
(SILVEIRA et al., 2000), batata (Solanum tuberosum L.) e fumo (Nicotiana tabacum L.)
(CERESINI et al., 2002), cafeeiro (Coffea arabica L.) (SUSSEL et al., 2001) meloeiro



(Cucumis melo L.) e algumas hortalicas como alface (Lactuca sativa L.), brocolis (Brassica
oleracea L.), espinafre (Spinacia oleracea L.) e tomate (Lycopersicon esculentum Mill.)
(KURAMAE et al., 2003).

Estudos indicam que R. solani apresenta racas fisiologicas. Além das diferentes
especificidades, sdo relatadas também diferencas na morfologia e na fisiologia (VIEIRA,
1983). A identificacdo de espécies no género Rhizoctonia pode ser feita com base na
citomorfologia da hifa, morfologia da cultura, morfologia do teleomorfo, estrutura genética e
padrdo de anastomose ou ndo de hifas (SNEH et al., 1991), e por meio de comparacdo de
sequiéncias nucleotidicas da regido ITS do rDNA (SHARON et al., 2006).

1.3- Diversidade genética e identificacdo dos grupos de anastomose

Com o advento das técnicas moleculares, muitas ferramentas tém-se disponibilizado
para avaliar a variacdo intra e interespecifica do complexo R. solani (CUBETA,; VILGALYS,
1997). Entre estas se destaca a analise de sequéncias do DNA ribossémico (rDNA) para
identificar e estudar a diversidade genética entre os grupos de anastomose (AGs) de R. solani
(KURAMAE etal., 2003; FENILLE et al., 2005).

A maior razdo da popularidade do rDNA para andlises filogenéticas € que este € um
gene de multiplas copias, que ndo codifica proteinas, muito conservado e presente em todos
0s organismos, e serve como referéncia para estudos de divergéncia evolutiva. E considerado,
muitas vezes, como um gene de loco simples (GUARRO et al., 1999). O fato das regides
intergénicas (ITS) serem relativamente curtas (500 a 800pb) e aparecerem em grande nimero
de copias no genoma permitem que sejam amplificadas e seqiienciadas com facilidade
(SKOUBOE et al., 1999; LEAL-JUNIOR, 2002).

Muitos estudos tém descrito a utilidade das sequiéncias da regido ITS do rDNA para
inferéncias taxondmicas e filogenéticas entre diferentes AGs de R. solani (KURAMAE et al.,
2003; FENILLE et al., 2005; SHARON et al., 2006). Varias outras caracteristicas podem ser
empregadas para agrupar isolados de R. solani em AGs e grupos intraespecificos (1SGSs),
dentre estas: requerimento de vitaminas, taxa de crescimento micelial, temperatura 6tima de
crescimento, tipo de esclerécios produzidos e gama de hospedeiros (SNEH et al., 1991;
CARLING; SUMNER, 1992).

De acordo com conceitos atuais, R. solani é uma espécie complexa composta por pelo
menos 14 grupos: AG-1 a 13 e AG-BI (FLENTJE; STRETTON, 1994; CARLING, 2000).



Isto se deve a ocorréncia de fusdo de hifas (anastomose) com isolados padrdes (AGs), onde
isolados pertencentes ao mesmo AG tém as hifas atraidas e fundidas umas as outras, enquanto
hifas de isolados de AGs diferentes ndo sdo capazes de se fundirem entre si (CARLING et al.,
1988). Além de AG, o conceito de grupos intraespecificos (ISG) baseado em evidéncias de
reacao de anastomose, patogenicidade, morfologia, permitiu a diferenciacdo de 23 I1SG dentre
0s AGs de R. solani (CARLING, 2000).

Atualmente, para R. solani sdo relatados trés 1SG dentro de AG1 (IA, IB, IC), oito
dentro de AG2 (2-1I, 2-11I, 2-1111, 2-2I11IB, 2-21V, 2-2LP, 2-3 e 2-t), trés dentro do AG4
(HGI, HGII, HGIII), dois dentro do AG6 (HGI e GV), cinco em AG8 (ZG1-1, ZG1-2, ZG1-3,
ZG1l-4 e ZG1-5) e dois no AGY (TP e TX) (KUNINAGA; CARLING, 2000; MACNISH; O’
BRIEN, 2000).

O grupo AGL1 engloba patégenos importantes, onde os hospedeiros desse grupo sao
principalmente leguminosas e gramineas (CARLING; SUMNER, 1992). No Brasil, 0 AG-
11A estd associado a mela da soja (T. cucumeris) (FENILLE et al., 2002). O grupo AG2, é
subdividido com base na patogenicidade, no requerimento de vitaminas e na analise de
seqiiéncias do rDNA. AG4, chamado de “praticola type” ¢é baseado na identidade de
seqiéncias da regido do rDNA (KUNINAGA; YOKOSAWA, 1984). O grupo AG6
compreende isolados ndo patogénicos e ocorrem no Japdo (KUNINAGA et al.,, 1979). O
grupo AG8 compreende patogenos de solo, causando “bare patch” em cereais (NEATE;
WARCUP, 1985) e podriddo de raiz de batata (CARLING; LEINER, 1990). O AG9 ocorre
no Alaska e Oregon e é considerado um grupo de patdgenos fracos de solo, que pode atacar
batata, couve-flor (Brassica oleracea L.) e linho (Linum usitatissimum L.) (CARLING et al.,
1987).

O conhecimento sobre a estrutura das populacGes de fitopatdgenos é util no
desenvolvimento de estratégias de manejo de doencas de plantas. Do ponto de vista evolutivo,
a diversidade genética das populacgdes é importante por determinar o potencial de adaptagdo
do organismo as condi¢fes adversas. Do ponto de vista epidemiologico, a diversidade
patogénica tem implicagbes diretas no manejo da doenca (MILGROOM, 2001,
MCDONALD; LINDE, 2002). A combinacdo de selecdo e deriva genética, migracdo e
mutacgdo, definem a estrutura genética e a diversidade de todas as populagdes patogénicas. O
papel relativo de cada um destes fatores pode variar intensamente entre diferentes associagoes
planta/patdgenos, entre os estadios do ciclo epidemioldgico, e entre associacdes em
ecossistemas naturais e agricolas (BURDON; SILK, 1997; MCDONALD; LINDE, 2002).



1.4- Importéncia da rizoctoniose em feijoeiro

A rizoctoniose, também conhecida como mela ou murcha da teia-micélica, incitada
pelo fungo R. solani é um dos patdgenos radiculares mais comuns e de maior importancia
(CARDOSO, 1990). Sendo considerada uma das doencas mais destrutivas no Nordeste
brasileiro, sobretudo na fase de germinacdo e emergéncia (COELHO, 2001; ATHAYDE
SOBRINHO et al., 2005). Deslandes (1994), ja listava a rizoctoniose como grave entrave a
cultura do feijoeiro comum e do caupi.

O principal sintoma induzido por R. solani é caracterizado pela rapida maceragdo dos
tecidos localizados abaixo do nivel do solo, quase sempre concomitantemente a emergéncia
do feijoeiro. Os danos que a doenca causa a planta sdo: tombamento da plantula, cancro do
talo, podridédo radicular, podriddo da vagem, atraso na emergéncia e no desenvolvimento da
planta (BIANCHINI et al., 1997). O controle da doenca em solos infestados € extremamente
dificil e antieconémico, e pode inviabilizar a exploracdo econdmica do feijoeiro (CARDOSO,
1990).

Estudos realizados principalmente em outros paises tém mostrado que este fungo
apresenta grande diversidade genética (TEWOLDEMEDHIN et al., 2006; CIAMPI et al.,
2008). Na maior parte deles esta variabilidade é evidenciada pela comparacao de seqliéncias
nucleotidicas da regido ITS do rDNA que mostra certa correlacdo com 0s grupos de
anastomose (KUNINAGA et al., 1997; GONZALEZ et al., 2006; SHARON et al., 2006).

Apesar da relevancia social e econémica da rizoctoniose para a cultura do feijoeiro no
estado de Pernambuco, até 0 momento ndo se tem dados suficientes sobre a doenca em campo
e seu impacto na producdo, tampouco a caracterizacdo de isolados de R. solani que ocorrem
nesse estado. Diante do exposto, 0 presente trabalho teve como objetivo caracterizar a
diversidade genética e patogénica de populacdes de Rhizoctonia solani, agente causal da

rizoctoniose do feijdo-comum e do feijao-caupi.
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Diversidade genética e patogénica de Rhizoctonia solani do feijoeiro no Agreste
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Resumo

Rhizoctonia solani apresenta vasta gama de hospedeiros e causa uma das principais
doencas do feijoeiro, conhecida como rizoctoniose, mela ou murcha da teia micélica. Este
estudo objetivou caracterizar a diversidade genética e patogénica de isolados de R. solani de
plantas de feijdo-caupi e feijao-comum com sintomas de rizoctoniose, coletados em areas de
producdo no Agreste Meridional de Pernambuco. Foram avaliadas a morfologia e a
patogenicidade dos isolados de R. solani. Foi realizada a caracterizacdo genética utilizando
seqliéncias génicas da regido ITS do rDNA e inferidos os grupos de anastomose. Dentre 0s 57
isolados de R. solani incluidos no estudo a maioria apresentou coldnias de cor inicialmente
branca, que tornavam-se marrom ou bege com o envelhecimento da coldnia. A formacédo de
microesclerdcios somente foi observada apos 15 dias. A taxa de crescimento micelial variou
entre 1,7 e 3,6 (cm.dia™'). Na andlise filogenética na qual utilizou-se a regido ITS do rDNA a

maior parte dos isolados de feijdo-caupi e feijdo-comum agrupou no grupo de anastomose
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AG4 HG-I e um isolado de feijdo-caupi no grupo AG2-2 IlIB. Todos os isolados foram
patogénicos ao feijdo-caupi cultivar IPA-207, com niveis de severidade entre 40 e 92,8%.
Portanto, no Agreste Meridional a rizoctoniose do feijao-caupi e do feijao-comum é causada
principalmente pelo grupo AG4 HG-I de R. solani.

Palavras-chave: Rizoctoniose, Vigna unguiculata, Phaseolus vulgaris, grupo de anastomose.

Abstract
Genetic diversity and pathogenic Rhizoctonia solani in bean Agreste Meridional de
Pernambuco

Rhizoctonia solani causes diseases on a range of hosts and one of the most important
diseases on common bean and cowpea, known in Brazil as "rizoctoniose”, “mela” or “murcha
da teia micélica”. This study aimed to characterize the genetic and pathogenic diversity of R.
solani isolates obtained from common bean and cowpea with “rizoctoniose” symptoms in the
Agreste Meridional of Pernambuco. Isolates of R. solani were evaluated regarding
anastomosis groups (inferred from ITS rDNA phylogeny), morphology and pathogenicity.
The genetic diversity was evaluated through the use of sequences of the ITS region of the
rDNA. Fifty-seven isolates of R. solani were obtained from common bean and cowpea
production areas. Colonies of the fungus isolated were initialy white, becoming brown or
beige with age. The production of microsclerotia was observed only after 15 days of
incubation. The growth rate of colonies ranged from 1.7 to 3.6 cm.day-. In the phylogeny
using ITS rDNA the majority of isolates from commom bean and cowpea grouped together in
the AG4 HG-I and one of cowpea grouped in AG2-2 IlIB. All isolates where patogenic to
cowpea IPA-207 cultivar, showing severity levels from 40 to 92.8%. Thus, in the Agreste
Meridional of Pernambuco, the “rizoctoniose” of cowpea and common bean is caused mainly
by Rhizoctonia solani AG4 HG-I.

Keywords: Anastomosis groups, Phaseolus vulgaris, Rizoctoniose, Vigna unguiculata.
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Introducéo

A regido do Agreste Meridional de Pernambuco destaca-se como importante area de
producdo de feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) e feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.)
Walp.]. O feijao-comum ¢é cultivado entre os meses de abril e julho, enquanto que o feijao-
caupi é plantado logo em seguida, entre 0s meses de setembro e dezembro (Benevenutti,
1996).

O feijoeiro-comum ¢ cultivado em quase todos os estados brasileiros, em diferentes
sistemas de cultivo e épocas de semeadura e, portanto, a cultura estd submetida as mais
diversas condi¢cBes ambientais (Pereira et al., 2009). Sendo os principais produtores Parana,
Minas Gerais, Bahia, Sdo Paulo e Goias (Paula Junior et al., 2008).

O feijao-caupi é produzido nas regides Norte e Nordeste do Brasil, durante
praticamente todo o ano, seja em monocultivo ou em consércio com outras culturas, em
sequeiro ou irrigado (Freire Filho et al., 2005; Melo et al., 2005). O plantio de feijdo-caupi no
estado de Pernambuco € tradicionalmente conduzido por pequenos produtores, em areas de
até 1 ha, mas com perspectivas de expansao da area plantada (Freire Filho et al., 2005).

Esta leguminosa, embora bem adaptada nesta regido, € suscetivel a varias doengas.
Sendo, a rizoctoniose causada pelo fungo Rhizoctonia solani Kihn uma das doengas mais
destrutivas no Nordeste brasileiro, sobretudo na fase de germinagdo e emergéncia (Athayde
Sobrinho et al., 2005). Estudos realizados principalmente em outros paises tém mostrado que
este fungo apresenta grande diversidade genética (Tewoldemedhin et al., 2006; Ciampi et al.,
2008). Esta diversidade tem sido evidenciada pela comparacéo de sequéncias nucleotidicas da
regido ITS do rDNA, que mostra uma boa correlagdo com os grupos de anastomose (Gonzalez
et al., 2006).

A identificacdo de grupos de anastomose (AGs) por comparacdo de seqiiéncias da
regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do rDNA tem mostrado ser altamente confiavel. No

minimo 12 AGs foram descritos dentro do complexo R. solani (Sharon et al., 2006). No
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estado de Roraima, o agente causal da rizoctoniose do feijdo-caupi pertence ao grupo de
anastomose AG1-1A de R. solani, predominando os isolados multinucleados. Além disso,
foram observados dois sub-grupos que sdo diferenciados pelo tamanho e coloragdo dos
esclerdcios, sendo cada grupo aparentemente especifico em relacdo ao ecossistema onde foi
encontrado (Nechet & Halfeld-Vieira, 2006).

Diante do exposto, 0 presente estudo teve como objetivo caracterizar a diversidade
genética e patogénica de isolados de R. solani de plantas de feijao-comum e feijdo-caupi com
sintomas de rizoctoniose, coletados em areas de producdo no Agreste Meridional de

Pernambuco.

Material e Métodos
Obtencéo de isolados de Rhizoctonia solani

Os isolados de R. solani foram obtidos a partir de plantas jovens de feijao-comum e
feijdo-caupi exibindo sintomas da doenca coletados em éareas de cultivo do Agreste
Meridional de Pernambuco. Todos 57 isolados utilizados no presente estudo encontram-se
depositados na Colegdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos “Profa. Maria Menezes”
(CMM), Area de Fitossanidade, do Departamento de Agronomia, da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, Recife, Pernambuco.

As plantas foram lavadas em agua corrente e sec¢des dos tecidos da regido de transicéo
da lesdo foram submetidos a desinfestacdo pela exposicdo em alcool a 70% durante 30s e,
depois, em hipoclorito de sodio a 1% por 1 min, lavados por duas vezes consecutivas em agua
destilada esterilizada (ADE) e postas para secar sobre papel-filtro estéril. O material foi
plagueado em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA), utilizando-se uma pinca
flambada. As placas de Petri foram mantidas em condi¢des ambientes (temperatura de 25+1,5
°C e a umidade relativa de 76+2,5%), durante aproximadamente trés dias, para obtencdo de

coldnias de R. solani. Passado este tempo, 0 micélio de uma das colénias foi transferida para
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uma placa de Petri com BDA e o cultivo incubado nas condic¢des descritas anteriormente. Os

1solados de solo, utilizados nesse trabalho, foram obtidos da “CMM”.

Caracterizacdo morfoldgica

Os isolados foram dispostos em placas de Petri contendo meio BDA. As placas foram
incubadas por trés dias a 25 °C no escuro. Para a medicdo da taxa de crescimento micelial, um
disco contendo estruturas do patdgeno, proveniente destas placas foi transferido para cinco
placas de Petri contendo meio BDA e mantidas a 25 °C no escuro. A medic¢do ortogonal do
diametro da col6nia foi feita diariamente até o seu crescimento maximo. Foram verificados a
coloracdo da colbnia, presenca ou ndo de microesclerédios e a forma destes (Nechet &

Halfeld-Vieira, 2006).

Caracterizacdo Molecular

Obtencao de massa micelial

ApoGs quatro dias de crescimento de R. solani em placa de Petri, trés discos contendo
estruturas do patdgeno, de cada isolado, com aproximadamente 0,5 cm de didmetro, foram
transferidos para frascos Erlenmeyers de 50 mL contendo 10-20 mL do meio liquido
Sacarose-Extrato de Levedura-Asparagina, a fim de obter-se o desenvolvimento do fungo.
Apos trés dias, a massa micelial foi coletada, filtrada em papel de filtro, lavada trés vezes com

agua destilada e esterilizada, e armazenada a -20 °C.

Extracdo de DNA
A extracdo do DNA dos isolados de R. solani seguiu o protocolo descrito por Ferreira &
Grattapaglia (1996). Para verificar a integridade das amostras de DNA, utilizou-se 5 pL de

DNA, adicionando-se 2 pL de tampao de carregamento ¢ 4 pl de agua destilada e
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autoclavada e analisadas em gel de agarose 0,8% contendo 10 mg/mL de brometo de etidio
em tampdo TBE 1X a 5V/cm. Apdés a corrida, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta,
utilizando-se transiluminador UV. Todas as amostras de DNA obtidas foram mantidas a -

20°C até a realizacao das reacGes de PCR (Polymerase Chain Reaction).

Amplificacdo da regido ITS do rDNA

A amplificacdo do rDNA nuclear por PCR foi realizada com os primers 1TS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e ITS5 (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3")
(White et al., 1990). As reacOes de PCR foram realizadas de acordo com Tewoldemedhin et
al. (2006), com algumas modificagdes. O programa de amplificagdo consistiu de uma
desnaturacdo inicial de 95 °C por 2 min; 35 ciclos [cada ciclo com 1 min a 95 °C
(desnaturacdo), 1 min a 60 °C (anelamento dos oligonucleotideos), 1 min e 30s a 72 °C
(extensdo inicial)]; e um ciclo final a 72 °C por 10 min, para a completa extensdo dos
produtos amplificados. Os produtos da reacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,2%, sendo o gel corado em solucdo de brometo de etidio a 0,5 pg/mL por 30 min,

e visualizado em transiluminador de luz ultravioleta e fotografado.

Segiienciamento e analise filogenética

Para o sequenciamento o produto da PCR foi purificado com o Kit QIAquick PCR
Purification Kit (QIAGEN), segundo a indicagdo do fabricante, e enviado para
sequenciamento na empresa Macrogen, Coreéia do Sul. Os eletroferogramas foram analisados
no programa BioEdit (Hall, 1999) e as seqliéncias obtidas foram comparadas na base de dados
do National Center for Biotechnology Information (NCBI; < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>)
utilizando o programa BLASTN 2.2.25 (Basic Local Alignment Search Tool) (Zheng et al.,
2000). O programa CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) foi utilizado para gerar

alinhamentos multiplos de seqliéncias dos isolados de R. solani obtidos nesse estudo,
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juntamente com outras seqiiéncias representativas dos grupos de anastomose, obtidas da base
de dados do NCBI a partir de trabalhos de Kuninaga et al. (1997) e Sharon et al. (2006). O
alinhamento foi ajustado manualmente no BioEdit. As analises filogenéticas de neighbor-
joining foram realizadas no programa PAUP 4.0 versdo beta 10 (Swofford, 2000). As analises
de bootstrap foram realizadas com 1000 repeticdes. Sclerotium rolfsii Sacc. e Waitea

circinata Warcup & P.H.B. foram utilizados como outgroup na anélise.

Caracterizagao Patogénica

Para o teste de patogenicidade foram utilizados 46 isolados de R. solani (Tabela 1). O
inoculo de Rhizoctonia sp. foi preparado em placas de Petri contendo meio de cultura BDA.
Apos trés dias de cultivo foram retirados discos de 5 mm de diametro da cultura do fungo do
meio BDA. As amostras de solo foram acondicionadas em bandejas plasticas (13x13x4 cm) e
infestadas com o patdgeno pela deposicdo de discos da cultura do fungo. As testemunhas
consistiram da utilizacdo de solos ndo infestados pelo patégeno.

O solo (Latossolo amarelo distrocoeso humico, textura argilosa, fase floresta
subperenifolia, relevo plano) utilizado foi retirado de uma area de mata virgem, coletado na
cidade de Brejéo - PE, onde ndo se tem relatos da utilizacdo deste solo para agricultura. Antes
do plantio, as sementes foram desinfestadas em solugdo de NaClO 1% por dois minutos,
lavadas em agua destilada esterilizada e colocadas para secar durante 45 min em camara de
seguranca biolégica CLASSE 2A. A semeadura das nove sementes de caupi cv. IPA-207 por
bandeja foi efetuado neste solo a 2 cm de profundidade, colocando-se junto as mesmas um
disco de agar de 5 mm de diametro contendo o micélio do patégeno, de culturas com 7 dias de
incubacdo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢Ges, sendo
cada repeticdo constituida por uma bandeja com nove plantas. As bandejas foram mantidas

em casa de vegetacdo a temperatura de 25+1,5 °C e a umidade relativa de 76+2,5%.
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A severidade da rizoctoniose foi avaliada aos 15 dias apds o plantio, utilizando-se escala
de notas (Noronha et al., 1995), onde: 0 = auséncia de sintomas, 1 = hipoc6tilo com pequenas
lesBes, 2 = hipocotilo com grandes lesdes, sem constri¢do, 3 = hipocdtilo totalmente constrito,
mostrando tombamento e 4 = sementes ndo germinadas e/ou plantulas ndo emergidas.
Utilizando os dados obtidos com as escalas de notas, foram calculados os indices de
severidade da rizoctoniose (SVR) conforme McKinney (1923), pela expressdo: SVF ou SVR
= [Z(grau da escala x freqliéncia)/(nimero total de unidades x grau maximo da escala)]x100.
Os dados de SVF e SVR foram transformados em raiz quadrada de x + 1, e submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo Teste de Tukey, ao nivel de 0,05% de

probabilidade.

Resultados e Discusséao
Obtencéo de isolados e caracterizacdo morfoldgica de Rhizoctonia solani

Foram obtidos 57 isolados de R. solani de 14 areas de producdo de feijdo-comum e
feijdo-caupi (Tabela 1).

Na caracterizacdo cultural foi observada diferenca nos padrdes das col6nias de cada
isolado. Porém, a maioria apresentou col6nias de coloracdo inicialmente branca, que
tornavam-se marrom ou bege com o envelhecimento. Exceto, para o isolado CMM 3255 que
apresentou micélio de coloragdo inicial marrom escuro, com um abundante crescimento
micelial aéreo de cor branca, distribuida de forma regular por toda a placa. A formagdo de
microesclerdcios somente foi observada ap6s 15 dias, sendo diferenciados por: a) isolados
com formacéo de microesclerocios na forma de pontuagdes esbranquigadas (como primérdios
de microesclerdcios), distribuidos irregularmente em varios pontos da coldnia, tonando-se
marrom, com presenca de exsudatos; b) isolados com formacdo de microesclerodios na forma
de tufos de coloragdo bege; c) isolados sem formacdo de microesclerddios (Tabela 2). Em

estudos realizados por Nechet & Halfeld-Vieira (2006), verificou-se a formacdo de
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microesclerddios em isolados de R. solani em feijado-caupi, conforme resultados obtidos nesse
trabalho.

Com relagéo a taxa de crescimento micelial os dados obtidos indicaram valores entre
1,7 a 3,6 (cm . dia™). Os isolados CMM 3283 e CMM 3284 apresentaram as maiores taxas de
crescimento (3,6 cm . dia™), onde 0 CMM 3289 obteve a menor taxa (1,7 cm . dia™). Porém,
os isolados CMM 3256 e CMM 3004 com elevado indice de severidade de 92,8 e 91,1
respectivamente, apresentaram taxas de crescimento de 3,0 e 2,8 cm . dia™, respectivamente,
néo sendo as maiores taxas de crescimento verificadas. A taxa de crescimento micelial pode
indicar uma maior capacidade para colonizar substratos e competir pela habilidade saprofitica
com outros fungos habitantes do solo. Em estudos realizados por Nechet & Halfeld-Vieira
(2006) com R. solani em feijdo-caupi, verificaram que a taxa de crescimento micelial variou
de 2,1 — 5,8 cm . dia™, em placas de Petri de 9 cm. De acordo com Ploetz et al. (1985) 0 uso
de caracteristicas culturais pode ser atil para identificar isolados em uma selecdo preliminar,
apesar do risco de existirem isolados com caracteristicas morfologicamente similares, mas

geneticamente distintos.

Extracdo de DNA e amplificagdo da regido ITS do rDNA

O tempo de aproximadamente quatro dias de crescimento em meio liquido foi
suficiente para formagdo de massa micelial em quantidade e idade adequadas para a extracao
do DNA. A metodologia seguida permitiu a obtencdo de DNA em concentracbes variando
de 250 e 500 ng/pL de DNA para os 57 isolados de R. solani. Na reac¢éo de PCR, observou-se
apenas uma banda com aproximadamente 700 pb (pares de bases nucleotidicas). Resultado
semelhante foi obtido por Meinhardt et al. (2002) onde utilizaram os mesmos pares de primers
empregados neste estudo. Segundo Gomes et al. (2003), a regido completa (ITS-rDNA) de R.
solani coletado de feijoeiro comum cultivado no ecossistema cerrado apresentou um tamanho

de aproximadamente 640 pb, sendo semelhante ao resultado obtido nesse trabalho.
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Filogenia dos isolados de Rhizoctonia solani

Dos 57 isolados dos quais o DNA foi extraido, se sequenciou 14 isolados. Os dados do
seqlienciamento para os demais isolados ndo foi satisfatorio, devido a baixa amplificacdo dos
produtos de PCR.

Foi produzido um alinhamento multiplo com 458 caracteres, o qual foi analisado no
programa PAUP pelo método de “neighbor-joining”. A arvore filogenética baseada na analise
“neighbor-joining” gerada a partir das seqiéncias do rDNA foi capaz de agrupar os 14
isolados em dois grupos filogenéticos distintos (Figura 1).

Analisando-se a arvore com bootstrap, incluindo os isolados estudados e os isolados
de referéncia de Sharon et al. (2006), observa-se a sua divisdo em dois principais grupos:
primeiro, com o isolado de CMM 3301 de feijao-caupi (Brasil), formou um grupo
filogenético distinto com o padrdo de anasmotose AG2-2111B. No segundo, todos 0s outros
isolados de feijdo-comum e feijdo-caupi agruparam junto com os isolados de espinafre
(Japéo), beterraba (Japéo) crisantemo (Japdo), amendoim (Japdo), soja (Japdo), e o padréo de
anastomose AG4 HG-I.

Em trabalhos anteriores o padrdo de anastomose AG4 HG-I agrupou isolados de soja
(Brasil), tomate e trigo (Australia) (Fenille et al., 2003; Kuramae et al., 2003). Rosa et al.
(2005) relataram a associacdo de isolados de batata ao grupo AG4 HG-lI e AG4 HG-II,
causando danos na haste e provocando tombamento. Ja Sussel et al. (2001) observaram esses
padrdes associados a plantas de café, causando lesdes no colo da plantula.

Ja em trabalhos de Fenille et al. (2003) foram identificados isolados de R. solani
pertencentes ao subgrupo AG4 HG-I causando queima foliar e podriddo de hipocétilo em
soja. De acordo com Kuramae et al. (2003) isolados de tomate podem apresentar reacdo
positiva com os isolados padrdao AG4 HG-I, AG4 HGII e AG4 HGIII. Este, entdo, constitui o
primeiro relato deste grupo de anastomose AG4 HG-I causando doenca em feijdo-comum e

feijdo-caupi no Agreste Meridional de Pernambuco.
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Caracterizagao Patogénica

Os indices de severidade da doenca diferiram significativamente entre si, variando
entre 40 e 92,8% (Tabela 3). Todos os isolados de R. solani foram patogénicos ao feijdo-caupi
cv. IPA-207, diferindo significativamente da testemunha. Nas plantulas originadas de
sementes infestadas pelo patdgeno, observaram-se os sintomas de cancro na regido do colo e
tombamento.

Os tratamentos inoculados com os isolados CMM 3256 e CMM 3004 apresentaram
valores de severidade superiores a 90%, sem diferirem significativamente (P=0,05) entre si,
enguanto a menor severidade foi observada no tratamento inoculado com o isolado CMM
2991. Os isolados de feijdo-comum (CMM 3261 e CMM 3260) e de solo (CMM 2988 e
CMM 3007), obtidos da colecdo CMM, também proporcionaram elevados niveis de
severidade (respectivamente, 86,1; 81,1; 81,7 e 81,3%) indicando baixa especificidade ao
hospedeiro, o0 que deve ser levado em consideracdo em estudos de controle geneético. A grande
flexibilidade de R. solani tem sido evidenciada em outros patossistemas, caracterizada pela
capacidade de causar doenca em diferentes hospedeiros, independente do hospedeiro de
origem (Tu et al., 1996). A diferenca na severidade entre isolados de R. solani em relacdo a
infeccdo de sementes de feijdo-caupi, indica a variabilidade patogénica existente entre
isolados, assemelhando-se ao relato de outros pesquisadores (Ogoshi, 1987).

Como a resisténcia de plantas € um fator critico no manejo de doencgas radiculares
(Bruton et al., 2000), na identificacdo de fontes de resisténcia e desenvolvimento de cultivares
resistentes a rizoctoniose, deve-se levar em consideracdo a existéncia de variabilidade
patogénica entre os isolados de R. solani, como comprovada nesse estudo.

Conclui-se a partir dos dados obtidos neste estudo que no Agreste Meridional a
rizoctoniose do feijdo-comum e do feijdo-caupi € causada principalmente pelo grupo de

anastomose AG4 HG-I de Rhizoctonia solani. Os isolados de R. solani parecem pertencer a
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uma populacdo geneticamente homogénea, ou seja, com baixa diversidade genética, que

possivelmente possui origem comum.
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398 Tabela 1. Relagdo de isolados de Rhizoctonia solani avaliados neste estudo.

Areas* Cddigo Hospedeiro/  Municipio Coordenadas
CMM** Substrato (altitude)
Al CMM 3262 Feijao-caupi S&o Jodo S08°51°24,8”’
CMM 3263 W036°22°47,5”
CMM 3264 (724m)
CMM 3265
CMM 3266
CMM 3267
CMM 3268
A2 CMM 3269 Feijao-caupi S&o Jodo S08°51°20,5”’
W036°22°41,7”
(727m)
A3 CMM 3270 Feijao-caupi Séo Jodo S08°51°17,3”’
W036°22°47,5”
(730m)
A4 CMM 3271 Feijao-caupi S&o Jodo S08°51°05,2”’
CMM 3272 W036°22°50,7”
CMM 3273 (717m)
CMM 3274
A5 CMM 3275 Feijao-caupi Séo Jodo S08°50°58,0”’
W036°22°53,8”
(711m)
A6 CMM 3276 Feijao-caupi Séo Jodo S08°51°00,1”’
W036°23°05,9”
(711m)
Al0 CMM 3277 Feijao-caupi Séo Jodo S08°51°43,7”°
CMM 3278 W036°22°38,7”’
CMM 3279 (719m)
All CMM 3280 Feijao-caupi S&o Jodo S08°50°56,5”’
CMM 3281 W036°22°47,6”
CMM 3282 (708m)
CMM 3283
CMM 3284
CMM 3285
CMM 3286
CMM 3287
CMM 3288
Al2 CMM 3289 Feijéo-caupi S&o Jodo S08°50°41,2”°
W036°22°52,6”
(687m)
Al3 CMM 3290 Feijao-caupi Séo Jodo S08°50°28,2”’
CMM 3291 W036°23°02,8”
CMM 3292 (695m)
CMM 3293
CMM 3294
Al4 CMM 3295 Feijao-caupi Séo Jodo S08°51°26,5”’
CMM 3296 W036°22°19,7”
CMM 3297 (710m)
CMM 3298
CMM 3299
CMM 3300
CMM 3301
CMM 3302
CMM 3303
Al15 CMM 3304 Feijdo-caupi Sé&o Jodo S08°51°26,3”

W036°23°08,1”
(730m)

30
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Al6 CMM 3305 Feijao-caupi Séo Jodo S08°51°9,3”
W036°22°44”°
(714m)
A3 CMM 3255 Feijao-comum Séo Jodo S08°51°14,5”’
CMM 3256 W036°22°43,7”
CMM 3257 (728m)
CMM 3258
CMM 3259
CMM 3260
CMM 3261
CMM 3004 Solo Jupi
CMM 3007
CMM 2988 Solo S&0o Jodo
CMM 2991
CMM 2993
CMM 2996 Solo Lajedo

*Areas de coletas das amostras de plantas com sintomas de rizoctoniose; **CMM = Colecio
de Culturas de Fungos Fitopatogénicos “Profa. Maria Menezes” (CMM), Setor de
Fitossanidade, Departamento de Agronomia, UFRPE, Recife-PE; *** indice de Severidade
de Doenca (ISD); Média de cinco repeti¢cdes; Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).
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Tabela 2. Taxa de crescimento micelial, morfologia das col6nias e dos microesclerdcios

Morfologia da col6nia

Microesclerécio

Isolado TCM?! .
(cm.dia=) Cor Tipo de Presenca Cor
crescimento
micelial

CMM 3004 2,8 Bege Rasteiro Escasso Bege
CMM 3007 29 Bege Rasteiro Escasso a abundante Bege
CMM 2988 3,0 Marrom Rasteiro e aéreo | Escasso Bege
CMM 2991 3,3 Bege Rasteiro Escasso a abundante Bege
CMM 2993 2,3 Marrom Rasteiro Escasso Marrom
CMM 2999 2,7 Marrom Rasteiro Escasso Marrom
CMM 3253 2,1 Marrom claro a escuro | Rasteiro Escasso Bege
CMM 3254 2,3 Marrom Rasteiro Escasso Bege
CMM 3255 2,4 Branco-amarronzado Rasteiro e aéreo | Abundante Marrom
CMM 3256 3,0 Marrom Rasteiro e aéreo | Abundante Marrom
CMM 3257 2,6 Bege Rasteiro Escasso Bege
CMM 3258 2,9 Marrom claro a escuro | Rasteiro Escasso a abundante Bege
CMM 3259 2,1 Bege Rasteiro Escasso a abundante Bege
CMM 3260 3,0 Marrom claro a escuro Rasteiro Ausente
CMM 3261 2,7 Marrom claro a escuro | Rasteiro Escasso a abundante Marrom
CMM 3262 2,6 Marrom claro a escuro | Rasteiro e aéreo | Escasso a abundante Marrom
CMM 3263 2,3 Marrom Rasteiro Abundante Marrom
CMM 3264 2,7 Marrom claro a escuro | Rasteiro e aéreo | Escasso a abundante Marrom
CMM 3266 2,1 Bege Rasteiro Escasso a abundante Marrom
CMM 3267 2,4 Marrom claro a escuro Rasteiro Escasso Marrom
CMM 3269 2,1 Marrom claro a escuro Rasteiro Escasso Marrom
CMM 3270 34 Marrom claro a escuro | Rasteiro Escasso Bege
CMM 3271 2,7 Marrom Rasteiro Escasso Marrom
CMM 3273 3,0 Marrom Rasteiro Ausente
CMM 3274 3,2 Marrom claro a escuro | Rasteiro Ausente
CMM 3276 2,0 Marrom claro a escuro | Rasteiro Escasso a abundante Bege
CMM 3278 2,6 Bege Rasteiro e aéreo | Escasso Marrom
CMM 3279 2,1 Marrom Rasteiro Escasso Bege
CMM 3280 2,5 Marrom claro a escuro | Rasteiro Escasso a abundante Marrom
CMM 3283 3,6 Marrom claro a escuro Rasteiro Escasso Marrom
CMM 3284 3,6 Marrom Rasteiro e aéreo | Escasso a abundante Marrom
CMM 3286 3,0 Marro claro a escuro Rasteiro Abundante Bege
CMM 3288 2,0 Bege Rasteiro e aéreo | Escasso a abundante Marrom
CMM 3289 1,7 Marrom Rasteiro Escasso Marrom
CMM 3291 2,5 Marrom Rasteiro Escasso Marrom
CMM 3294 2,8 Marrom claro a escuro | Rasteiro Escasso a abundante Bege
CMM 3295 3,2 Marrom claro Rasteiro Ausente
CMM 3297 3,2 Marrom claro aescuro | Rasteiro a aéreo | Escasso a abundante Marrom
CMM 3299 3,2 Marrom Rasteiro Escasso a abundante Marrom
CMM 3300 3,0 Marrom claro a escuro Rasteiro e aéreo | Escasso Marrom
CMM 3301 3,4 Marrom Rasteiro Escasso a Abundante Marrom
CMM 3302 3,3 Marrom claro a escuro Rasteiro e aéreo | Ausente
CMM 3303 3,1 Marrom Rasteiro Escasso a abundante Marrom
CMM 3304 3,2 Marrom claro a escuro Rasteiro Escasso Marrom
CMM 3305 3,1 Marrom claro a escuro | Rasteiro Escasso a abundante Marrom

ITCM=Taxa de crescimento micelial.
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relacdo com os grupos de anastomose (AGS).

Av684917 Sclerotium rolfsii

Figura 1. Arvore filogenética de neighbor joining dos isolados de Rhizoctonia solani e sua
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431  Tabela 3. indice de severidade de doenca (ISD) de diferentes isolados de Rhizoctonia solani a

432  plantas de feijdo-caupi

Isolado ISD (%0)*
CMM 3256 92.8a
CMM 3004 91,1a
CMM 3270 87,8 ab
CMM 3273 84,5 ab
CMM 3261 86,1 ab
CMM 3003 86,1 ab
CMM 3277 87,8 ab
CMM 3284 87,2 ab
CMM 3260 81,1 abc
CMM 2988 81,7 abc
CMM 3007 81,3 abc
CMM 3302 82,2 abc
CMM 3283 78,3 bc
CMM 3264 76,1 bc
CMM 3276 75,6 bc
CMM 3258 74,4 be
CMM 3259 73,3 bc
CMM 3288 73,6 bc
CMM 3294 76,1 bc
CMM 3303 74,5 bc
CMM 3289 74,4 be
CMM 3272 71,7 bed
CMM 3254 71,7 bed
CMM 2999 71,7 bed
CMM 3278 67,2 cd
CMM 3286 67,8 cd
CMM 3262 68,9 cd
CMM 3257 69,4 cd
CMM 3266 63,3 de
CMM 3269 61,7 de
CMM 3253 61,7 de
CMM 3292 63,2 de
CMM 3274 66,1 cde
CMM 3295 65,0 cde
CMM 3297 65,6 cde
CMM 3298 66,1 cde
CMM 3299 65,0 cde
CMM 3305 66,1 cde
CMM 3279 578¢e
CMM 3287 52,8 e
CMM 3280 51,1e
CMM 2993 47,2 ef
CMM 3275 46,1 ef
CMM 2991 40,0 f
Testemunha 0,00

CV (%) 14,01

433  *Média de cinco repeticdes; Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem

434 significativamente entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).
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Conclusao
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CONCLUSAO GERAL

Conclui-se a partir dos dados obtidos neste estudo que no Agreste Meridional a
rizoctoniose do feijdo-comum e do feijdo-caupi é causada principalmente pelo grupo de
anastomose AG4 HG-I de Rhizoctonia solani. Os isolados de R. solani parecem pertencer a
uma populacdo geneticamente homogénea, ou seja, com baixa diversidade genética, que

possivelmente possui origem comum.



