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RESUMO: A espécie Rhizoctonia solani é um patégeno importante na cultura do algoddo associada a doengas
conhecidas como tombamento e mela. A variabilidade entre os isolados sdo extremamente importantes, porque existem
diferencgas entre os grupos de anastomose, tomadas como aqueles isolados capazes de trocar informagdes genéticas entre
si. A caracteriza¢do morfolégica, quando confirmada pela a caracterizacdo genética fornece informacdes concretas sobre a
distribuicdo do isolados quando agem como um agente patogénico. O objetivo foi identificar e caracterizar os grupos de
anastomose no Brasil e confirmd-los pela caracterizagdo genética. Foram consideradas 51 isolados de Rhizoctonia solani
com o objetivo de caracterizar os grupos de anastomose e determinar a patogenicidade. A caracterizacdo morfoldgica foi
realizada observando-se o nimero de nicleos, morfologia da coldnia e identificacdo de grupos de anastomose (AG). Na
caracterizacdo genética foram sequenciados e analisados os fragmentos gendmicos contendo as regides 5.8 S, ITS1 e ITS2,
comparando-se os isolados listados no GenBank. A patogenicidade foi avaliada utilizando a escala de infec¢do com graus
que variam de 1 a 4. Considerando-se o AG foram identificados 36 de 51 isolados como AG-4 e dois isolados como AG-7,
13 isolados ndo tiveram classificacdo. Em andlises moleculares foram confirmados os 36 isolados identificados pela
caracterizacdo morfolégica e mais 10 isolados como AG-4. Todos os isolados AG-7 foram confirmados e encontrado mais
um nas andlises moleculares. Para a patogenicidade verificou-se que cinco isolados nao diferem do controle. A viruléncia
intermedidria e alta viruléncia foram observadas em 16 e 24 isolados, respectivamente, com médias 2,52-3,3 e 3,4-3,9.

PALAVRAS-CHAVE: Algodao (Gossypium hirsutum L.). Necrotréfico. Tombamento. Biologia molecular.

Viruléncia
INTRODUCAO

Rhizoctonia solani Kiihn € a fase assexuada
de Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk, um
basidiomiceto da familia Ceratobasidiaceae (SNEH
et al.,, 1991). O conhecimento de caracteristicas
morfolégicas, culturais, grupos de anastomose (AG)
e de patogenicidade das populagcdes de R. solani
pode elucidar importantes aspectos ligados a sua
etiologia e epidemiologia, fornecendo subsidios para
o estabelecimento de medidas de controle mais
eficientes no campo (OGOSHI, 1987). Os AGs
podem ser caracterizados pela manifestacdo de
compatibilidade somdtica entre os individuos,
através da anastomose de hifas (fusdo). Ha isolados
representando diferentes AGs em fung¢do da
incompatibilidade desta reacdo entre alguns grupos
(ANDERSON, 1982). Existem reconhecidos
quatorze grupos de anastomose de hifas em R.
solani e numerosos subgrupos (SNEH et al., 1991;
CARLING et al., 1999).

Em algodoeiro, o grupo de anastomose AG-
4 ¢é identificado frequentemente como o agente
etiolégico do tombamento em pré e pds-emergéncia
(SINCLAIR, 1965; MOUSTAFA-MAHMOUD et
al., 1993; GOULART, 2001; SANTOS et al., 2005),
bem como na recente doenca conhecida por “mela
do algodoeiro”, em que os sintomas iniciais
caracterizam-se por lesdes nas bordas dos
cotilédones, as quais evoluem para o
encharcamento, seguida de destrui¢cdo total dos
cotilédones e morte da plantulas. Goulart et al.
(2011) comprovaram a ocorréncia de mela por R.
solani AG4-HGI em plantulas de algodoeiro no
Brasil, sendo que em casos mais severos tem levado
a ressemeadura. Isolados de AG-7 foram registrados
na Geodrgia e no Mississippi, EUA, também
causando tombamento em algodoeiro (BAIRD,
1997; BAIRD et al., 2000). Os isolados de R. solani
AG-4 e AG-7 t€m hospedeiros, morfologia e
produzem sintomas similares; consequentemente,
isolados AG-7 nos Estados Unidos podem ter sido
equivocadamente identificados como AG-4 (BAIRD
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et al., 2000). O dltimo grupo de anastomose a ser
identificado, foi o AG-13; os isolados foram obtidos
de raizes doentes de algodoeiro em campos da
Geodrgia (CARLING et al., 2002).

No Brasil, o principal agente causal do
tombamento de plantulas é R. solani AG-4, devido a
frequéncia com que ocorre (mais de 95% dos casos)
e pelos danos causados nas plantulas durante a fase
de estabelecimento da lavoura (GOULART, 2007).
Rosa et al. (2005) relataram também a associacdo
ndo patogénica do AG-7 a batata em dreas de
cultivo de Ponta Grossa, PR. Entretanto, ndo foram
encontrados relatos de R. solani AG-11 e AG-13
associado ao algodoeiro no pais.

Para inferir relacdes taxonOmicas entre os
diferentes AGs de R. solani por métodos
moleculares, utiliza-se extensivamente o operon,
que codifica o0 RNA ribossomal (rRNA) (WHITE et
al.,, 1990; GONZALES et al.,, 2001), além da
sequéncia de nucleotideos das regides espacadoras
internas do rDNA (ITS1 e ITS2), os quais podem
embasar a proposi¢do de uma nova classificagdo
(OGOSHI, 1987; SNEH et al, 1991; LIU;
SINCLAIR, 1993). Meinhardt et al. (2002),
produziram um padrdo de bandas especifico para o
grupo de anastomose AG-4 e seus subgrupos, que
permitiu identificar onze gendtipos entre os dezoito
isolados de R. solani, obtidos de feijdo. Oliveira
(2008) avaliando isolados padrdo e de campo, por
drvore filogenética observou a aproximacdo entre 0s
grupos de anastomose AG-4 ¢ AG-7, com 93% de
similaridade, enquanto entre isolados AG-4, a
similaridade foi de 100%.

Assim, objetivou-se neste estudo, identificar
os isolados de Rhizoctonia solani obtidos em dreas
produtoras de algoddo, nos estados da Bahia, Goias,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais,
classificd-los quanto ao grupo de anastomose, por
andlises morfolégicas e genéticas, bem como
confirmar sua patogenicidade.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos
Laboratérios de Epidemiologia e Fitovirologia
Molecular do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras.

Caracterizacdo morfologica dos isolados de
Rhizoctonia solani

Para a obtencdo dos 51 isolados foram
selecionadas regides produtoras de algoddao nos
estados da Bahia (6 isolados), Goids (2 isolados),
Mato Grosso (7 isolados), Mato Grosso do Sul (2
isolados) e Minas Gerais (34 isolados), cujas
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lavouras tinham histérico de doengas causadas por
R. solani. Em cada lavoura foram coletadas plantas
em reboleiras com sintoma de tombamento e/ou
mela. Realizou-se o isolamento direto, a partir de
fragmentos das plantas coletadas, utilizando-se
placas de Petri preenchidas com 12 mL de meio de
cultura Agar-Agua (AA). Apés 24 e 48 horas, as
coldnias com hifas caracteristicas de Rhizoctonia sp.
foram repicadas para placas de Petri com 12 mL de
meio Batata—Dextrose—Agar (BDA) e monitoradas
por 15 dias, observando-se hifas septadas, ndo
formagdo de esporos e caracteristicas tipicas de
colonia de Rhizoctonia sp. Em ambas as etapas, as
placas foram incubadas em cdmara de germinacdo
(BOD), a temperatura de 20°C.

Para contagem de nucleos, as hifas de
culturas ativas foram transferidas para liminas e
coradas com Safranim-O (BANDONI, 1979).

A identificacdo dos grupos de anastomose
foi realizada pelo método de Parmeter modificado
(CARLING et al., 1987). Em laminas flambadas
contendo meio 4gar-dgua 2% foram pareados os
discos de micélio do isolado-teste (AG-4 e AG-7) e
do isolado de campo, em extremidades opostas. As
laminas foram acondicionadas em camara timida e
incubadas em BOD, a 20°C por 24-48 horas,
monitoradas em microscépio de luz até a
observagao da sobreposicdo. Em seguida, as laminas
foram coradas com azul de tripan 0,05% em
lactofenol e reexaminadas ao microscépio
estereoscopico com camara digital, quanto a
anastomose da hifa. Para a certificacido da
anastomose, a fusdo da parede celular e plasmalema
acompanhada da morte de células adjacentes (reacio
K), foram visualizadas em, pelo menos, dez sitios de
fusdo para cada leitura de anastomose positiva.
Obtendo-se 51 isolados de campo.

Caracterizacdo molecular dos isolados de
Rhizoctonia solani

Para a extracdo de DNA, os 51 isolados de
R. solani foram cultivados em 50 mL de meio
liquido de extrato de malte e incubados em agitador
(80rpm) a temperatura ambiente por trés dias. O
micélio produzido foi filtrado em filtro de porcelana
com o auxilio da bomba de vicuo e, em seguida,
macerado em nitrogénio liquido na presenca de
polivinil pirrolidona (PVP). A extracdo do DNA
gendmico total foi obtido pelo o método descrito por
Moller et al. (1992). O DNA obtido foi analisado
por eletroforese em gel de agarose (0,7%).
Procedeu-se a PCR (Polymerase Chain Reaction)
nos isolados de R. solani, utilizando-se um par de
primers para as regides do rDNA, denominados
ITS 4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’°) e ITS
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5 (5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3°). A
reacdo foi composta por 2ul. do DNA, 5uL do
tampao 10X (0,5M Tris-HCl, 0,7M KCI, 0,1M
MgCl, pH 8,0), 1,5uL de MgCl, (50mM), 1uL de
dNTP (2mM), 2uL de cada primer na concentragdo
de 10pmol/uL, 1puL de Taq DNA polimerase
(Sun/pL), 35,5uL de 4gua ultrapura.

A amplificacdo  foi  realizada no
termociclador PCT-100 (MJ Research, Inc. USA),
empregando-se 35 ciclos de 40 segundos, a 94°C, 1
hora a 55°C, 2 minutos a 72°C, seguido de um ciclo
final de 5 minutos a 72°C. O produto da PCR foi
analisado por eletroforese em gel de agarose (0,7%).
A purificacdo do DNA foi feita direto do produto de
PCR e os isolados que ndo apresentaram bom
resultado ou que apresentaram mais de uma banda
foram repetidos, utilizando-se a purifica¢do a partir
do gel de agarose, ambos, utilizando-se o kit
Wizard®(Promega), seguindo-se as recomendagdes
do fabricante.

O sequenciamento foi realizado no
Laboratério NBA, do Nicleo de Biologia Aplicada,
Embrapa, Sete Lagoas, MG. A reacdo foi composta
por 2uL do Mix Big Dye® (Applied Bioystems),
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1puL do primer ITS4 ou ITSS, 2uL. do tampdo 5X
(buffer dilution), 3,51L de dgua ultrapura e 1,5uL de
DNA. A amplificacio foi realizada no
termociclador, utilizando-se o programa ABI. Em
seguida, realizou-se a purificagdo da reacdo, de
acordo com as instruc¢des do fabricante. E o produto
foi injetado no sequenciador ABI3100. Apds a
correcdo, com o auxilio dos cromatogramas, as
sequéncias foram analisadas, fazendo-se a
comparacdo das mesmas entre si e com outros 15
isolados de R. solani disponiveis no Gene Bank
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY
INFORMATION, 2009), (Tabela 1). Para o
alinhamento multiplo, foi utilizado o programa
Clustalw (EUROPEAN MOLECULAR BIOLOGY
LABORATORY, 2009) e, para a andlise
filogenética, foi utilizado o programa Mega 4.1
(MOLECULAR EVOLUTIONARY GENETICS
ANALYSIS, 2009). Foram construidas arvores
filogenéticas, com bootstrap de 2.000 repeti¢des,
considerando-se somente os valores superiores a
50%.

TABELA 1. Origem dos isolados publicados no banco internacional de dado de Rhizoctonia solani e

Rhizoctonia binucleada.

Isolados AG* Procedéncia
AB286941 AG-P Japdo
AY684924 AG-4 Taiwan
DQ102449 AG-4 Israel
EF429313 AG-A China
AF354100 AG-7 México
EF203246 AG-4 Vietnan
EF203248 AG-4 Vietnan
EF203251 AG-4 Vietnan
EU244842 AG-4 Suica
FJ440198 AG-4 China
FJ746914 AG-4 Estados Unidos
FJ746938 AG-4 Estados Unidos
FJ746974 AG4 Estados Unidos
AY270002 AG-4 GO, Brasil
FJ746939 AG-4 Estados Unidos

* AG = grupo de anastomose

Determinacao da patogenicidade dos isolados de
Rhizoctonia solani

A patogenicidade dos 51 isolados foi
determinada utilizando-se o método in vitro
desenvolvido por Eken e Demirci (2004) e
modificado por Oliveira et al. (2008). De acordo
com este método, sementes de algodao da cultivar
Delta Opal foram desinfestadas superficialmente ao
imergir as semente em NaOCl (1%), por cinco

minutos, seguida da triplice lavagem das mesmas
em 4gua corrente, sendo transferidas para a camara
de fluxo laminar para o processo de secagem.
Quando secas, foram distribuidas 10 sementes de
algoddo de forma circular em placas de Petri (15 cm
de diametro), preenchidas com 20 mL de meio AA.
No centro de cada placa foi disposto um disco de 9
mm, provindo de coldnias do patégeno com trés
dias de idades, desenvolvidas no escuro, a 20°C. Na
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testemunha foi adicionado o disco de meio de meio
de cultura contendo o indculo. As placas foram
incubadas em camaras de crescimento, a
temperatura de 20°C, mantidas por quatro dias no
escuro e por mais seis dias, em fotoperiodo de 12
horas.

O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com 5
repeti¢des, sendo a unidade experimental uma placa
de Petri com 10 sementes. A severidade da doenca
foi medida adaptando-se escala com notas de 1 a 4,
em que: 1 — sem sintomas, plantula sadia; 2 —
radicula infectada e hipocétilo sadio; 3 — radicula e
hipocétilo infectados e 4 — necrose completa da
plantula ou completamente podre ou, ainda, semente
ndo germinada. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o programa  Sisvar®
(FERREIRA, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo morfologica dos isolados de
Rhizoctonia solani

Os 51 isolados foram identificados como R.
solani, pois apresentaram hifas septadas, bem
definidas e foram observados mais de dois nicleos
dentro de cada célula vegetativa da hifa, sendo
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entdo, classificada como multinucleada. As coldnias
apresentaram coloracdo de bege a marrom e todas
produziram esclerddios, obedecendo aos critérios de
classificacdo baseados na citomorfologia da hifa e
morfologia da coldnia, sugeridos por Sneh et al.
(1991).

Quanto ao grupo de anastomose, dos 51
isolados testados, 36 (70,59%) se comportaram
como AG-4, sendo 14 da regido norte de Minas, 11
do Triangulo Mineiro, 4 da Bahia, 1 de Goids, 5 do
Mato Grosso e 1 do Mato Grosso do Sul. O grupo
de anastomose AG-4 no algodoeiro, ¢
frequentemente encontrado causando tombamento
de pré e poés-emergéncia (SINCLAIR, 1965;
MOUSTAFA-MAHMOUD et al., 1993;
GOULART, 2007). Pertencentes a AG-7, apenas 2
isolados (3,92%), ambos do norte de Minas.
Entretanto, o grupo de anastomose AG7 também ¢é
relatado causando tombamento em plantulas de
algodao, por Baird (1997), Baird et al. (2000). Neste
trabalho, faz-se o primeiro relato do AG-7 causando
tombamento no Brasil. Entretanto, os grupos de
anastomose AG-4 e AG-7 apresentam grande
semelhanga na gama de hospedeiros, na morfologia
da coldnia e nos sintomas, consequentemente,
dificulta a classificacdo correta dos isolados
(BAIRD et al., 2000), (Tabela 2).

TABELA 2. Identificacdo, grupos de anastomose e procedéncia dos isolados de Rhizoctonia solani, obtidos de

plantulas de algodao

Cédigo dos isolados

Grupo de anastomose

Procedéncia

Testemunha

MG1-1I11 AG-7
MG 1-120 AG-4
MT 2 -101 AG-4
MG1-122 AG-7
MT 2 -103 AG-4
MG 1-102 AG-7*
MG 1 -104 AG-4
BA2-102 AG-A*
MG 1-121 AG-4
BA 3-101 AG-4
MT 2 -102 AG-4*
MS 2 -103 AG-4*
MG 1-117 AG-4
MG 1 -107 AG-P*
MG 1 -109 AG-4
MG 1-125 AG-4
MG 2 -101 AG-4
MG 2 - 106 AG-4
MG 1-101 AG-4
MG 1-126 AG-4
MT 2 —-105 AG-4*
MG 3 -105 AG-4
MG1-119 AG-4

Buriatizeiro — MG
Buriatizeiro - MG
Nova Mutum - MT
Buriatizeiro — MG
Nova Mutum — MT
Buriatizeiro - MG
Buriatizeiro — MG
Luiz Eduardo — BA
Buriatizeiro - MG
Luiz Eduardo — BA
Nova Mutum — MT
Dourados — MS
Buriatizeiro - MG
Buriatizeiro — MG
Buriatizeiro — MG
Buriatizeiro - MG
Presidente Olegario — MG
Presidente Olegario — MG
Buriatizeiro - MG
Buriatizeiro - MG
Nova Mutum — MT
Varjao de Minas - MG
Buriatizeiro - MG
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MT 3 -102 AG-4
MT 1 -101 AG-4
MT 2 - 104 AG-4
BA 1-105 AG-4
MG 3 -101 AG-4*
MG 1 -105 AG-4
MG 1-115 AG-4
MG 1-103 AG-4
MG 1-114 AG-4*
MG 4 - 104 AG-4
BA 1-103 AG-4
GO 1-102 AG-4*
MG 4 -102 AG-4*
MG 1-128 AG-4
MS 1-101 AG-4
MG 7 -101 AG-+4
MG 5 -101 AG-4
MG 4 - 103 AG-4
GO 1-101 AG-4
BA 1-106 AG-4*
MG 6 -101 AG-4*
MG 2 - 105 AG-4
BA2-101 AG-4
MG 4 -101 AG-4
MG 1 -108 AG-4
MG 3 -102 AG-4
MG 1-124 AG-4*
MG 2 - 103 AG+4
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Rondonépolis

Nova Mutum — MT
Nova Mutum — MT
Roda Velha — BA
Varjao de Minas - MG
Buriatizeiro - MG
Buriatizeiro - MG
Buriatizeiro — MG
Buriatizeiro — MG
Patos de Minas - MG
Roda Velha — BA
Posse — GO

Patos de Minas — MG
Buriatizeiro - MG
Dourados — MS
Uberlandia - MG
Uberlandia - MG
Patos de Minas — MG
Posse — GO

Roda Velha — BA
Patos de Minas - MG
Presidente Olegario — MG
Luiz Eduardo — BA
Patos de Minas — MG
Buriatizeiro — MG
Varjao de Minas - MG
Buriatizeiro - MG
Presidente Olegirio — MG

* Isolados ndo caracterizados nos estudos morfoldgico, mas por estudos moleculares; "' Médias seguidas da mesma letra, mintscula, ndo

diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Permaneceram sem  agrupamento 13
1solados (25,49%), o que pode ter acontecido porque
a técnica utilizada para agrupar isolados de R. solani
baseia-se numa manifestacio de compatibilidade
somdtica entre os individuos, sendo positiva quando
ha fusdo de hifas, mas nem sempre é possivel
visualizar o ponto de fusio (ANDERSON, 1982;
SNEH et al., 1991; CARLING et al., 1999).

Caracterizacdo molecular dos isolados de
Rhizoctonia solani obtidos de areas produtoras de
algodao no Brasil

Os primers ITS 4 e ITS 5 permitiram a
amplificacdo de fragmentos com aproximadamente
700 pares de bases (pb), obtendo-se as regides ITS
1, 5,8S rDNA e ITS 2 completas, para 98% dos
isolados de R. solani do algodoeiro estudados. As
sequéncias apresentaram entre 203 a 240pb na
regido ITS1, 155 a 163pb no gene 5,8S e 261 a
282pb na regido ITS2.

Analisando-se as 4rvores filogenéticas
baseadas na sequéncia de nucleotideos das regides

ITS1 e ITS2 (Figuras 1 e 2), observa-se que o0s
isolados AG-7 ficaram num mesmo grupo,
juntamente com o isolado AF3354100, do México,
também classificado dentro desse grupo.

Quanto aos demais isolados, houve
tendéncia de aparecer um grupo com um maior
nimero de isolados dentre os classificados como
AG-4, sendo 27 do Brasil e 5 do GenBank, na
arvore referente ao ITS1 (Figura 1) e 23 do Brasil e
4 do GenBank na referente ao ITS2 (Figura 2)

Na drvore construida com base nos
nucleotideos da regido 5,8S os isolados do tipo AG-
7 se agruparam com os AG-4 sem um padrdo
distinto entre eles (Figura 3). Entretanto, os
grupamentos observados ndo se deram por regido
geografica nem apresentaram um padrdo especifico
de comportamento, confirmando a proximidade
entre isolados AG-4 e AG-7, observada por Oliveira
(OLIVEIRA et al., 2008), quando estudou a arvore
filogenética obtida com base na sequéncia de
nucleotideos para isolados de cenoura obtidos em
campo de grupos de anastomose padrao.
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s7

74697
NMG3- 102
NMG1-109

FU7a469o939
NMGS-101
MG 128

Figura 1. Arvore filogenética obtida com base nas sequéncias de nucleotideos da regido ITS 1 do rDNA de
isolados de Rhizoctonia solani, sendo 51 sequenciados e estudados neste trabalho e os demais
obtidos no Gene Bank. Os valores de bootstrap (UPGMA) foram obtidos por meio do programa
MEGA versao 4.1, com 1.000 repeti¢des, sendo mostrados os valores acima de 50%
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100 NMCGa-102=2

100

100 AN =27000=2

100 L Euegasa=

100 | M-I

100 | MG2-101

!
Fgel

Fg=1

Figura 2. Arvore filogenética obtida com base nas sequéncias de nucleotideos da regido ITS 2 do rDNA de
isolados de Rhizoctonia solani, sendo 51 sequenciados e estudados neste trabalho e os demais
obtidos no Gene Bank. Os valores de bootstrap (UPGMA) foram obtidos por meio do programa
MEGA versdo 4.1, com 1.000 repeti¢des, sendo mostrados os valores acima de 50%
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&1 | MS1-12a

100 BA1-103

100 EFAa=2o313

100 | MG=2-106

Pp=vay o1 -101
NMT=-101
o5

Figura 3. Arvore filogenética obtida com base nas sequéncias de nucleotideos do gene 5,8S do rDNA de
isolados de Rhizoctonia solani, sendo 51 sequenciados e estudados neste trabalho e os demais,
obtidos no Gene Bank. Os valores de bootstrap (UPGMA) foram obtidos por meio do programa
MEGA versao 4.1, com 1.000 repeti¢des, sendo mostrados os valores acima de 50%
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O isolado BA2-I02 ndo se agrupou com
nenhum outro isolado, nas trés arvores filogenéticas,
enquanto o BA2-I01 se agrupou com os isolados
AG-4, os quais formaram o maior grupamento nas
trés 4rvores, confirmando a teoria citada por
Carbone & Kohn (2004), de que a variacdo no
rDNA ¢ sempre menor dentro de uma tnica espécie
flingica se comparado entre espécies distintas. O
isolado MG1-I07 também nao se agrupou a nenhum
outro nas arvores referentes a ITS1 e ITS2, mas
ficou junto com o grande grupo dos AG-4 na arvore
referente a regido 5,8S. Isso pode ter se dado por ser
um gene de uma regido mais conservada (BOYSEN
et al., 1996).

Os resultados apresentados sugerem que a
andlise genética das regides ITS 1 e ITS 2 pode
constituir um dos critérios para a separacdo de
diferentes AGs, concordando com Rosa et al.
(2005), que utilizando a mesma regido para o estudo
de isolados de R. solani provenientes de batata,
conseguiram separd-los tanto em grupos como
subgrupos de anastomose. Meinhardt et al. (2002)
para isolados de feijdo, obtiveram padrao de bandas
capaz de separar o grupo AG-4 e seus subgrupos,
entretanto, a técnica incluia ndo s6 PCR como
também Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP).

Pela andlise molecular, que comparou os 51
isolados de algodao a 15 isolados de Rhizoctonia do
GenBank, confirmaram-se os 36 isolados e mais 10
como AG-4; os 2 isolados AG-7 também foram
confirmados, além de mais 1, sendo os 3 isolados
AG-7 da mesma regido, no norte de Minas Gerais e
2 foram caracterizados como  Rhizoctonia
binucleada (espécie de Rhizoctonia com apenas dois
nucleos), sendo um AG-P, oriundo do norte de
Minas e um AG-A, da Bahia (BA). Nas drvores
filogenéticas, os dois isolados binucleados
permaneceram préximos a isolados multinucleados
de R. solani. Estudos com Rhizoctonia spp.
binucleada tem se tornado frequente pelo seu
potencial para a inducgdo de resisténcia (BASSETO

et al., 2008).
Nos estudos morfolégicos ndo foi
encontrado nenhum isolado binucleado,

demonstrando que ha divergéncias entre as técnicas
morfoldgicas e moleculares, sendo necessirios
estudos mais aprofundados para a confirmacdo da
classificacao desses isolados.

Determinacao da patogenicidade dos isolados de
Rhizoctonia solani obtidos das regioes produtoras
de algodao no Brasil

Verificou-se estatisticamente, que cinco
1solados nao diferiram da testemunha, sendo trés do

520
OLIVEIRA, A. C.C. etal

norte de Minas Gerais, dos quais pertenciam ao
grupo de anastomose AG-7 e um AG-4, assim como
mais dois isolados do Mato Grosso do grupo AG-4
(Tabela 3). Seis isolados demonstraram baixa
viruléncia, enquadrando-se entre as médias 1,60 e
1,96. Destes, trés sao do norte de Minas, sendo um
AG-7 e dois AG-4, mais dois isolados da Bahia,
sendo um AG-A e outro AG-4 e, ainda, um isolado
do Mato Grosso, também pertencente ao grupo AG-
4. Com viruléncia intermediaria de 2,52 a 3,30,
enquadraram-se 16 isolados, sendo sete do norte de
Minas e trés do Tridngulo Mineiro, quatro do Mato
Grosso e, ainda, um da Bahia e outro do Mato
Grosso do Sul. Com alta agressividade, 24 isolados
se enquadraram com médias entre 3,4 a 3,9, sendo 7
isolados do norte de Minas, 11 do Tridngulo
Mineiro, 3 da Bahia, 2 de Goias e 1 do Mato Grosso
do Sul, observando-se que todos pertenciam ao
grupo AG-4. Logo, 92% dos isolados foram
patogénicos e 51% deles apresentaram alta
viruléncia.

Observa-se que os isolados AG-7
apresentaram de nenhuma a baixa viruléncia,
contradizendo os relatos de Baird et al. (2000), que
relataram R. solani AG-7 causando lesdes marrom-
escuras em raizes de algodao e com patogenicidade
confirmada a 18° e 24°C. Entretanto, os isolados
classificados nesse esse estudo como AG-7 sdo
oriundos do norte de Minas, uma regido de
temperaturas mais elevadas. Logo, como o teste de
patogenicidade foi realizado a 20°C, pode ndo ter
favorecido a viruléncia do patégeno.

O isolado de algoddao BA2-I02 pertence ao
AG-A apresentou baixa viruléncia de 1,89,
semelhante aos resultados encontrados por Eken &
Demice (2004) para isolados de feijdo do grupo AG-
A.

Neste estudo, com excecdo do isolado
MGI1-107 do grupo AG-P, todos os isolados de
média e alta viruléncia foram classificados como
AG-4, podendo-se afirmar, que no Brasil este € o
principal agente causal do tombamento de plantulas
de algoddao, e ¢ o mesmo grupo de anastomose
utilizado em estudos no Brasil por Goulart (2007) e
Santos et al. (2005).
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Tabela 3. Dados médios da severidade da doenca na patogenicidade de isolados de Rhizoctonia solani, em
plantulas de algodao

Cédigo dos isolados Grupo de anastomose Médias '
Testemunha 1,00 a
MG 1-111 AG-7 1,22 a
MG 1 -120 AG-4 1,26 a
MT 2 - 101 AG-4 1,40 a
MG 1-122 AG-7 1,42 a
MT 2 -103 AG-4 145a
MG 1-102 AG-T* 1,60 b
MG 1 -104 AG-4 1,65b
BA2-102 AG-A* 1,89b
MG 1 -121 AG-+4 1,94 b
BA 3-101 AG-4 1,94 b
MT 2 -102 AG-4* 1,96 b
MS 2 - 103 AG-4* 252¢
MG 1-117 AG-4 2,89 ¢
MG 1 -107 AG-P* 293¢
MG 1 -109 AG-4 296 ¢
MG 1-125 AG-4 297 c
MG 2 - 101 AG-4 3,03c
MG 2 - 106 AG-4 3,03c
MG 1 -101 AG-4 3,03c
MG 1-126 AG-4 3,04 c
MT 2 - 105 AG-4* 3,11c
MG 3 - 105 AG-4 3,14c
MG 1-119 AG-4 3,17¢c
MT 3 -102 AG-4 3,17¢c
MT 1 -101 AG-4 323c
MT 2 -104 AG-4 328 ¢
BA 1-105 AG-4 3,30 c
MG 3 - 101 AG-4* 3,40d
MG 1 -105 AG-4 342d
MG 1-115 AG-4 3,43d
MG 1-103 AG-4 3,45d
MG 1 -114 AG-4* 3,49d
MG 4 - 104 AG-4 3,51d
BA 1-103 AG-4 3,56d
GO 1-102 AG-4* 3,56d
MG 4 - 102 AG-4* 3,59d
MG 1-128 AG-4 3,60d
MS 1-101 AG-4 3,60d
MG 7 - 101 AG-4 3,65d
MG 5 -101 AG-4 3,65d
MG 4 -103 AG-4 3,67d
GO 1-101 AG-4 3,73d
BA 1-106 AG-4* 3,73d
MG 6 - 101 AG-4* 3,74d
MG 2 - 105 AG-4 3,76d
BA2-101 AG-4 3,76d
MG 4 - 101 AG-4 3,79d
MG 1 -108 AG-4 3,80d
MG 3 -102 AG-4 3,85d
MG 1-124 AG-4* 3,86d
MG 2 -103 AG-4 391d
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Dos 51 isolados estudados, apenas trés
foram obtidos de plantulas com sintoma de mela
MT3-102, MS1-I01 e MG7-I01. Todos foram
patogénicos apresentando média ou alta viruléncia e
classificados como AG-4, ndo tendo sido possivel,
neste trabalho, identificar o subgrupo com os testes
aplicados. Seria necessdria uma nova busca, no
banco de dados, apenas de isolados AG-4 com
subgrupos definidos e, entdo, a construgao de novas
arvores, buscando a similaridades entre os isolados
MT3-102, MS1-I01 e MG7-101 e os do banco de
dados.

CONCLUSOES

Os grupos de anastomose identificados na
caracterizacdo morfoldgica foram confirmados na
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Houve divergéncia entre a caracterizagio
morfolégica e molecular para os isolados
binucleados;

Os isolados AG-4 foram encontrados em
maior nimero e, na grande maioria, mais virulento.

O grupo de anastomose AG-7 foi
identificado como o agente etioldgico do
tombamento no Brasil.
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ABSTRACT: The Rhizoctonia solani is an important pathogen in cotton crop associated with damping-off
disease. The variability among isolates are extremely important, because differences exist between anastomosis groups,
taken as those isolates capable of exchanging genetic information with each other. Morphological characterization, when
confirmed by genetic characterization provides concrete information about the isolates distribution when it acts like a
pathogen. Our study was to identify and characterize the anastomosis groups in Brazil and confirm them by genetic
characterization. We considered 51 Rhizoctonia solani isolates aiming to characterize the anastomose group and determine
their pathogenicity. The morphological characterization was done observing the number of cores, colony morphology and
identification of anastomosis groups (AG). In genetic characterization were sequenced and analyzed the genomic
fragments containing the 5.8 S, ITS1 and ITS2 regions and compared them to Rhizoctonia isolates listed in the GenBank.
The pathogenicity was evaluated for the disease severity, using the scale of infection with grades ranging from 1 to 4.
Considering the AG we identified 36 of 51 isolates as AG-4 and two isolates as AG-7 and 13 isolates were listed as
unrated. In molecular analyses were confirmed those 36 isolates and were identified more 10 isolates as AG-4. All the AG-
7 isolates were confirmed and we found one more considering the molecular analyses. For the pathogenicity was found
that five strains did not differ from the control. Intermediate virulence and high virulence were observed in 16 and 24
isolates, respectively with averages from 2.52 to 3.3 and from 3.4 to 3.9.

KEYWORDS: Cotton (Gossypium hirsutum L.). Necrotrophic. Dumping-off. Molecular biology. Virulence.
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