UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

DIVERSIDADE GENETICA E ESTRUTURA DE
POPULACOES DE Rhizoctonia solani AG-1 IA NO BRASIL

Maisa Boff Ciampi

Bidloga

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
Abril de 2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

DIVERSIDADE GENETICA E ESTRUTURA DE POPULACf)ES DE
Rhizoctonia solani AG-1 IA NO BRASIL

Maisa Boff Ciampi

Orientador: Prof. Dr. Paulo Cezar Ceresini

Co-orientadora: Profa. Dra. Eliana Gertrudes de Macedo Lemos

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — Unesp, Campus de Jaboticabal, como
parte das exigéncias para a obtencao do titulo de
Doutor em Agronomia (Genética e Melhoramento de
Plantas).

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
Abril de 2008



Ciampi, Maisa Boff

C565d Diversidade genética e estrutura de populagbées de Rhizoctonia

solani AG-1 |A no Brasil / Maisa Boff Ciampi. — — Jaboticabal, 2008
xii, 68 f. 1il. ; 28 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2008

Orientador: Paulo C. Ceresini

Banca examinadora: Lilian Amorin, Anete Pereira de Souza, Ester
Wickert, Jodo Ademir de Oliveira

Bibliografia

1. Soja. 2. Fluxo génico. 3. Polimorfismos. I. Titulo. Il. Jaboticabal-
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinérias.

CDU 631.52:632.4

Ficha catalogréfica elaborada pela Sec¢do Técnica de Aquisi¢@o e Tratamento da Informacdo — Servigo
Técnico de Biblioteca e Documentacdo - UNESP, Campus de Jaboticabal.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
GAMPUS DE JABOTIGABAL
FAGULDADE DE GIENGIAS AGRARIAS E VETERINARIAS

A%
AVIY
iy

unesp

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULQO: DIVERSIDADE GENETICA E ESTRUTURA DE POPULACOES DE
RHTIZOCTONIA SOLANTI AG-1 TA NO BRASIL

AUTOR: MAISA BOFF CIAMPI

ORIENTADOR: Dr. PAULO CEZAR CERESINI
Dra. ELIANA GERTRUDES MACEDO LEMOS

Aprovado como parte das exigéncias para obtengfio do Titulo de DOUTOR em AGRONOMIA
(GENETICA E MELHORAMENTO DE PLANTAS) pela Comissdo Examinadora:

©/ Dr. PAULO CEZAR CERESINI

Dra. LILIAN AMORIM

e

Dra. ANETE PEREIR

DE SOUZA

. - T . ——
Py (R A IR
A, el T

Dra. ESTER WICKERT '
Ca™ <

Dr. JOAO ADEMIR DE OLIVEIRA

Data da realizago: 30 de abril de 2008.

Presidente indicado pela Comiss&o Examinadora
Dr. JOAO ADEMIR DE OLIVEIRA

Obs: O Prof. Dr. Paulo Cezar Ceresini, orientador da pds-graduanda, participou através de videoconferéncias de acordo
com o § 5° do Artigo 47 da Resolugdo UNESP 49, de 11/07/2006 que altera a resolugiio UNESP 88/2002, que dispde
sobre o Regimento Geral de Pos-Graduacéo da Unesp € consulta efetuada a Pro-Reitoria em 16/04/2008.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

MAISA BOFF CIAMPI - nascida em 26 de julho de 1978, em Itu, SP. Licenciada
(2000) e bacharel (2001) em Ciéncias Biolégicas pela Universidade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho (UNESP), campus de Botucatu e mestre em Agronomia
(Genética e Melhoramento de Plantas) pela Faculdade de Ciéncias Agronémicas e
Veterinarias (FCAV) da UNESP, campus de Jaboticabal. Desde agosto de 2004 € aluna
de doutorado em Agronomia (Genética e Melhoramento de Plantas) na FCAV-UNESP.
De novembro de 2006 a novembro de 2007, realizou estagio sanduiche pelo Programa
de Doutorado no Pais com Estagio no Exterior (PDEE), junto ao Plant Pathology Group,
Institute of Integrative Biology, Instituto Federal Suico de Tecnologia (Eidgendssische

Technische Hochschule Zirich — ETH), em Zurique, na Suica.

II



"Nenhuma mente que se abre para uma nova

idéia voltara a ter o tamanho original

(Albert Einstein)

I



IV

Ao meu namorado Victor,
Pelas doses diarias de amor, incentivo

e sensibilidade dispendidos para que

um sonho fosse realizado

Dedico



AGRADECIMENTOS
Ao Prof. Dr. Paulo C. Ceresini pela orientacao e oportunidade oferecida.

A Profa. Eliana G. de Macedo Lemos pela confianca, assisténcia e hospedagem em seu
laboratério.

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
concessao das bolsas de estudo no pais e durante o estagio sanduiche realizado na
Suica, em particular a Marta Elias Ribeiro de Oliveira, responsavel pelo meu

processo.

A Coordenacdo do Programa de Pés-Graduacdo em Agronomia (Genética e
Melhoramento de Plantas), em especial ao Profs. Drs. Rinaldo César de Paula e
Dilermando Perecin pelo incentivo e assisténcia indispensaveis a condugdo do

presente trabalho.

Aos membros do Laboratério de Bioguimica de Microrganismos e Plantas (LBMP), do
Departamento de Tecnologia, FCAV-UNESP pela colaboracdo na execucado dos
experimentos, pelo convivio e pelos momentos alegres durante o curso, em especial
a Profa. Dra. Licia M. Carareto Alves e aos amigos Jodo, Luciano, Candida, Erico,
Silvana, Rodrigo, Ester, Rosinha, Eliamar, Mauricio Cantdo, Tehuni, Tereza,
Fernanda, Mauricio Dimitrov, Douglas e Renato.

Ao Prof. Dr. Bruce McDonald (Institute of Plant Sciences, Swiss Federal Institute of
Techonology - ETH - Zurique, Suica) pela oportunidade de realizacao de estagio
sanduiche e pelas valiosas contribuicdes as analises e a redacao do trabalho.

Aos membros do “ETH Plant Pathology Group” em especial a Marcello Zala e a Ulrike
Rosenberger pela assisténcia dispendida durante o estagio na Suica.



Ao Dr. Mauro Jr Natalino da Costa (Fundacao Rio Verde, Lucas do Rio Verde, MT) pelo
auxilio na conducao da amostragem no Mato Grosso.

Ao Dr. Mauricio Conrado Meyer (Embrapa Soja) pela cessdo dos isolados de
Rhizoctonia solani AG-1 1A do Tocantins e do Maranhao.

A Msc. Elaine Costa Souza, principalmente pelo auxilio no isolamento do patégeno.

As funcionarias da Secdo de Pés-graduacéo da FCAV-UNESP.

A minha familia, em especial a meus pais José Carlos e Cidinha, pelo incentivo e
exemplo de otimismo, compreendendo as minhas constantes auséncias, em nome

de um ideal.

Aos amigos Claudia, Maria Teresa (Teté), Amanda, Aguida, Juliano, Luana e Mariana
(Miss) pelo apoio, companheirismo e amizade ao longo da execugao desse trabalho.

Aos amigos Elena, Alice, Vasudha, Alex e especialmente a Justyna, que deram um novo

sentido para minha estadia em Zurique.

A todos que direta ou indiretamente colaboraram para a realizagéo deste trabalho.

VI



SUMARIO

LISTADE FIGURAS . ...t VIl
LISTA DE TABELAS ... eveee oot IX
LISTA DE ANEXOS. ..ottt X
RESUMO ...t XI
SUMMARY ... oot XII
CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS. .....e.veeeeeeeeee oo, 01

CAPITULO 2 - ESTRUTURA GENETICA DE POPULAGOES DE RHIZOCTONIA
SOLANIAG-1 IADE SOJANO BRASIL.......viieiiiiiiiieeeeeieevc e, 05

RS UM e 05
INEFOAUGAD. ..t 06
Material € MEIOUOS. .. ..vneiie e 08
RESURAAOS. .. 16
D 1= o] 1 1= o 27
L@ o 0 F= 0T 32

CAPITULO 3 - DESENVOLVIMENTO DE NOVOS MARCADORES MOLECULARES E
CARACTERIZAGCAO DE SNPS EM RHIZOCTONIA SOLANIAG-1 IANO

RESUMO. e 35
] 10T [ L= o 36
Material € METOOS. ... .o.eei e 37
RESURAAOS. ..t e 42
IS CUSSAD. .ttt 51
(@70 o1 [0 =0 =Y O 54
REFERENCIAS ... .eiiiiitii ettt ettt 60

VII



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figura 1. Alteracbes em tamanho de microssatélites durante o processo de replicacéo
do DNA, por deslizamento da DNA polimerase (slippage), levando a formagao
de novos alelos por adicdo ou remocao de uma unidade repetitiva............... 03

CAPITULO 2

Figura 1. Localizacdo das populag6es de Rhizoctonia solani AG-1 IA amostradas no
Brasil ... e sneeeeeeeen e 2. 09

Figura 2. Distribuicdo da freqiiéncia de alelos de dez loci de microssatélites nas
populacbes de Rhizoctonia solani AG-1 1A da soja no Brasil............cccceeee. 17

Figura 3. Coeficientes de parentesco (Q), inferidos pelo programa STRUCTURE, para
genotipos multilocos de microssatélites de populagdes de Rhizoctonia solani
AG-1 1A de S0janNo Brasil..........oiiiiiie e 25

Figura 4. Estimativas de parametros demograficos para populagdes de Rhizoctonia

solani AG-1 |A de soja no Brasil, baseadas na variagédo de dez loci de
MICIOSSATEIItES. ... et e e e e e e e e e e, 20

CAPITULO 3
Figura 1. Polimorfismos em regido amplificada do marcador R44L de Rhizoctonia solani

Figura 2. Polimorfismo em regido amplificada do marcador R68L de Rhizoctonia solani

Figura 3. Espectro de polimorfismo dos loci R44L, R61R, R68L, R116L, R148L e

R148R, exibido como uma janela deslizante de 5 pares de bases (pb), com
PASSOS A€ 2 PD. .niii e eeen e e D0

VIII



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Populacdes de Rhizoctonia solani AG-1 |A de soja usadas nesse estudo......10

Descricao do conteudo associado a dez locos de microssatélites usados para
genotipagem de populacdes de Rhizoctonia solani AG-1 1A de soja no
Brasil. .. e e e 1 8

Medidas de diversidade genotipica e génica em populacdes de Rhizoctonia
solaniAG-1 IAde sojano Brasil ... 19

Distribuicao hierarquizada da diversidade genética entre populacdes de
Rhizoctonia solani AG-1 1A de sojano Brasil.........ccccccceeiiiiiiiicnnennn .20

Medidas de diferenciacao entre populagdes de Rhizoctonia solani AG-1 |A de
soja no Brasil, baseadas em RsT......cccoviiiiiiiiiiiiiiieiieeeeieeeeeeeeee e e eeene . 20

Testes para associacao aleatéria de alelos em cada loco e entre pares de
locos nas populagdes de Rhizoctonia solani AG-1 |A da soja no Brasil.......... 22

Resultados de testes para alteragdes em tamanho de populagdes de
Rhizoctonia solani AG-1 1A de soja no Brasil, sob o modelo evolutivo de

passos mutacionais (SMM)........o. i e 24
CAPITULO 3
Tabela 1. Isolados de Rhizoctonia solani AG-1 |1A empregados nesse estudo.............. 38
Tabela 2. Caracteristicas dos dez marcadores moleculares polimérficos de

seqlienciamento, desenvolvidos para Rhizoctonia solaniAG-1 IA................ 40

Tabela 3. Analise descritiva da variagdo molecular de seis marcadores nucleares em

sequéncias de isolados de Rhizoctonia solaniAG-1 IA...............................45

IX



LISTA DE ANEXOS

CAPITULO 2

Anexo 1. Gendtipos multilocos de microssatélites (MLMG) identificados em populacdes
de R. s0laniAG-1 1A N0 Brasil........c.coviiiiii i 0000, 33

CAPITULO 3

Anexo 1. Consensos das sequiéncias parciais das sete sondas de Rhizoctonia solani
AG-1 |A do arroz, utilizados como sondas para genotipagem por RFLP e o
resultado da comparacao por BLASTX dessas seqiéncias com as disponiveis
no banco de dados NCBI GenBankK................coooiiiiiiiiiiieieeeeeee e, 55

Anexo 2. Analise descritiva da variagdo molecular de seis marcadores nucleares em
amostras de isolados de Rhizoctonia solaniAG-1 1A...........ccccceeeiiiinenn.. .57



DIVERSIDADE GENETICA E ESTRUTURA DE POPULACOES DE Rhizoctonia
solani AG-1 |1A NO BRASIL

RESUMO - O basidiomiceto Rhizoctonia solani AG-1 IA € um dos principais
patégenos da soja no Brasil, onde as perdas estimadas com a doenga podem atingir 30
a 60%. 232 isolados de R. solani AG-1 IA foram coletados de campos comerciais de
soja nas principais regidbes produtoras do pais e genotipados usando dez locos
polimérficos de microssatélites. As baixas diversidades genotipicas, os desvios do
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), o desequilibrio gamético e o elevado grau de
subdivisdo populacional encontrados nessas populacbes sao consistentes com
predominancia de reproducdo assexuada e dispersdo de propagulos vegetativos a
curtas distancias. Os niveis de subdivisdo observados poderiam ser explicados pela
migracao histérica assimétrica entre as populacgdes, indicando a populacédo do Tocantins
como a provavel fundadora. As evidéncias de fluxo génico restrito e modo reprodutivo
misto enquadrariam o fungo na categoria de médio risco para potencial evolutivo de
patégenos, sugerindo precaucao quanto a aplicacdo de fungicidas ou melhoramento
para genes de resisténcia. Também foi desenvolvido um método para deteccao de
SNPs em mudltiplos locos por PCR, através da conversao de sondas de RFLP em seis
marcadores co-dominantes de sequenciamento, altamente informativos e polimorficos.
Detectou-se de um a multiplos alelos em cada isolado, para cada regidao analisada,
indicando a condicao heterocariética do fungo. O maior niumero de polimorfismos SNPs
foi detectado para o marcador R68L, com 18 mutagcbes em 303 pares de bases. O
conjunto de novos marcadores desenvolvido mostrou-se um sistema de genotipagem
viavel, possibilitando discriminacao alélica precisa, com potencial de complementar os
métodos existentes para estudo da biologia populacional de R. solani AG-1 IA e

viabilizar estudos de carater evolutivo.

Palavras-Chave: soja, queima foliar, polimorfismos, padrées migratérios, fluxo génico,
clonalidade.
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GENETIC DIVERSITY AND POPULATION STRUCTURE OF Rhizoctonia solani AG-1
IA FROM BRAZIL

SUMMARY - The Basidiomycete fungus Rhizoctonia solani AG-1 1A is a major
pathogen of soybean in Brazil, where the average yield losses have reached 30 to 60%.
232 isolates of R. solani AG1 |A were collected from soybean fields in the most important
soybean production areas in the country. These isolates were genotyped using ten
microsatellite loci. Low genotypic diversity, departures from Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE), gametic disequilibrium and high degree of population subdivision found in these
populations are consistent with predominantly asexual reproduction, short-distance
dispersal of vegetative propagules, and limited long-distance dispersal. The observed
levels of subdivision could be explained by asymmetric historical migration among the
soybean-infecting populations, denoting TO06 as the founder population. Evidences of
restricted gene flow and a mixed reproductive mode would fit the fungus into the
medium-high risk category for pathogen evolutionary potential, suggesting the need for
caution when applying fungicides or breeding for major-gene resistance. We also
developed a method to detect SNPs in multiple loci by PCR, converting RFLP probes in
six highly informative and polymorphic co-dominants sequencing markers. We have
identified single and multiple alleles per isolate in each analyzed region, indicating the
fungus heterokaryotic condition. The highest number of SNPs was detected at the R68L
marker, with 18 mutations along 303 base pairs. The developed set of new markers
proved to be a viable genotyping system, allowing precise allelic discrimination, with the
potential to complement the methods already described to study the R. solani AG-1 1A

population biology and making evolutionary studies feasible.

Key words: soybean, foliar blight, polymorphisms, migration patterns, gene flow,

clonality.
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CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

Rhizoctonia solani Kihn é uma espécie complexa, composta por grupos de fungos
geneticamente distintos, com diversas histérias de vida. A atual classificagdo dentro de
R. solani é baseada no agrupamento de isolados em grupos de anastomose (AG), baseado
nas interacdes entre suas hifas. O pareamento de isolados pertencentes ao mesmo AG pode
resultar em reconhecimento e fusdo de hifas (anastomose), ou rejeicdo, gerando
incompatibilidade soméatica. Pareamentos entre AGs que n&o resultam em fusdo de hifas
sugerem acentuadas diferencas genéticas entre os isolados pareados (Cubeta & Vilgalys,
1997). No minimo 14 AGs estdo descritos dentro do complexo R. solani (Carling, 1996).
Muitos AGs sao divididos em subgrupos, que diferem por uma ou mais caracteristicas
bioguimicas, genéticas, fenotipicas ou patogénicas (Ogoshi, 1987). Informacdes atuais
sugerem que AG e seus subgrupos representam unidades evolutivas independentes dentro
de R. solani (Gonzalez et al., 2001; Vilgalys & Cubeta, 1994).

Complementando o conhecimento pratico necessario para um controle de doencas de
plantas bem-sucedido, estudos de genética de populacdes de fitopatégenos podem oferecer
excelentes oportunidades para examinar 0s processos evolutivos envolvidos em
patossistemas agroecolégicos (McDonald & Linde, 2002a). O foco principal da genética de
populagdes é a compreensado dos processos evolutivos moldando e mantendo a variagao
genética dentro e entre populagcdes. A extensdo e os padrées de diversidade genotipica
dentro de populacbes podem ser usados para inferir se essas populacées sdo clonais ou
recombinantes. Inferéncias sobre migracdes restritas e/ou selecdo podem ser realizadas
através da deteccao de diferencas nas freqiiéncias alélicas entre sub-populagdes ja que, na
auséncia de migracdes recorrentes, as populagdes eventualmente divergem devido a
alteracGes aleatérias nas frequéncias de alelos (mutagdes e deriva genética) (Milgroom &
Peever, 2003). Também pode oferecer informacdes quanto ao futuro potencial evolutivo de
fitopatdgenos, extremamente Uteis no manejo da cultura, visando a durabilidade de genes de
resisténcia e evitando a selecédo contra resisténcia a fungicidas (McDonald & Linde, 2002a;
McDonald & Linde, 2002b).

Populacdes de fungos patogénicos podem apresentar estruturas genéticas variando
de estritamente clonais a completamente panmiticas. A determinagdo da estrutura

populacional torna-se uma ferramenta importante por possibilitar inferéncias sobre 0 modo
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reprodutivo predominante nesses fungos. Em uma populacdo recombinante, qualquer
associacao entre marcadores moleculares neutros e outras caracteristicas decairia com o
tempo, pois se espera que fungos exibindo trocas genéticas regulares e recombinacao
evoluam mais rapidamente que aqueles exibindo clonalidade estrita, uma vez que mutacoes
raras associadas a resisténcia a fungicidas ou novas habilidades patogénicas podem ser
trazidas juntas por meio de recombinacdo em genétipos novos e mais virulentos. Em uma
populacdo estritamente clonal, genédtipos novos poderiam somente ser originados por
acumulagcdo sequencial de mutacgdes raras dentro de uma linhagem (Anderson & Kohn,
1998).

Dentre os tipos de marcadores moleculares utilizados em estudos populacionais e
ecoldgicos, os microssatélites estdo entre os mais populares e variaveis, compreendendo
sequéncias de nucleotideos curtas (1 a 6 pares de bases), repetidas em tandem
freqientemente encontrados e aleatoriamente dispersos no genomas de eucariotos. A
variacao genética de muitos microssatélites é caracterizada pela elevada heterozigosidade e
pela presenca de multiplos alelos. Assume-se que microssatélites sdo marcadores
moleculares neutros, portanto, sua freqiéncia e distribuicdo devem refletir os processos
mutacionais que ocorrem na populacéo, livres de efeito de selecdo, quando se encontram
localizados em regides nao-codificantes do genoma (Ellegren, 2004). A dindmica evolutiva
dos microssatélites é apresentada pelo modelo de passos mutacionais (Stepwise Mutation
Model, SMM) (Kimura & Ohta, 1975), o qual postula que mutagdes dentro de microssatélites
promovem alteracdes em seu tamanho total, por insercao ou delecao de unidades repetitivas
(modelo de slippage), a uma taxa da ordem de 10™* (Xu et al., 2000), como representado na

figura abaixo:
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Figura 1. Alteracdes em tamanho de microssatélites durante o processo de replicacao do
DNA, por deslizamento da DNA polimerase (slippage), levando a formacao de novos alelos

por adicdo ou remoc¢ao de uma unidade repetitiva (Oliveira et al., 2006).

Outra classe de marcadores moleculares populares em estudos ecoldgicos e
evolutivos, os polimorfismos de um uUnico nucleotideo (single nucleotide polymorphism =
SNPs) podem complementar as informacdes obtidas com marcadores microssatélites,
promovendo uma melhor elucidacao de processos demograficos histéricos e de especiacao.
Existe um numero maior de testes para detectar desvios da neutralidade, alteracdes de
tamanho populacional e recombinagcdo para dados de SNPs que para dados de
microssatélites (Brumfield et al., 2003). SNPs nucleares exibem o mesmo sistema de
variacdo que o DNA mitocontrial (mtDNA), facilitando comparagbes entre ambos os
marcadores. Além disso, posi¢cées polimérficas sao facilmente detectaveis em individuos
heterozigotos analisando SNPs (como para alguns fungos, que se comportam como um
dicario funcional), através das ambigiidades de bases (representando alelos distintos em

cada cromossomo) caracteristicas desses individuos.

O emprego de marcadores moleculares apropriado pode auxiliar significativamente a
elucidacdo da biologia populacional do complexo Rhizoctonia (Cubeta & Vilgalys, 1997).
Seriam especialmente informativos marcadores nucleares loco-especificos, para um acesso
preciso e nado-ambiguo de gendtipos de isolados do fungo. Esses marcadores seriam
idealmente representados por marcadores co-dominantes (isozimas, RFLP e microssatélites,

3



por exemplo), permitindo a identificacdo de clones resultantes de reprodugdo assexual,
padroes migratérios e de fluxo génico entre populacdes, além de marcadores moleculares
multilocos, que exibam elevados niveis de variacdo, oferecendo o acesso a informacdes

sobre sua origem evolutiva.

Dentro desse contexto, os objetivos especificos do presente estudo foram: a)
mensurar a diversidade genética e genotipica em populacoes de R. solani AG-1 A infectando
soja no Brasil; b) descrever hierarquicamente a estrutura genética dentro e entre populagdes
de R. solani AG-1 IA; c) inferir o modo reprodutivo predominante nessas populacées; d)
detectar migrantes e as provaveis rotas migratérias do patégeno no pais; e) desenvolver um
sistema de genotipagem através de sequienciamento de multiplos locos, para deteccao de
polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs), visando identificar e diferenciar genoétipos de
R. solani AG-1 |A associado a soja e ao arroz no Brasil.

Neste estudo as seguintes hipbéteses foram testadas: (i) populacées de R. solani AG-1
IA de soja sao geneticamente homogéneas (portanto nao-subdivididas ou diferenciadas); (ii)
populagdes de R. solani AG-1 |A de soja sdo sexualmente recombinantes em estrutura; (iii) o
método de genotipagem de multiplos locos € apropriado para estudos da biologia
populacional de R. solani AG-1 A, permitindo a diferenciagdo entre os estados homocariético
e heterocariético do fungo, por polimorfismo bialélico simples, em cada loco analisado. Para
investigar essas hipbteses, empregou-se uma estratégia de genotipagem por
sequenciamento de multiplos locos, usando marcadores moleculares nucleares (seqiéncias
de DNA) e microssatélites, visando identificar SNPs e diferenciar genétipos de R. solani AG-1
IA no Brasil. A informacao gerada com esta pesquisa pode oferecer subsidios importantes
para o0 manejo da mela da soja, oferecendo aos melhoristas informacdes essenciais sobre a
composicao de gendtipos em cada uma das populacdes do patdégeno. Assim, programas de
melhoramento visando resisténcia a essa doencga poderao testar as variedades melhoradas
expondo-as a diversidade genética existente do patégeno, contribuindo para diminuir o risco

de insucesso.



CAPITULO 2 - ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DE Rhizoctonia solani AG-1
IA DE SOJA NO BRASIL

Resumo

O basidiomiceto Rhizoctonia solani AG-1 IA é um dos principais patégenos da soja no
Brasil, onde as perdas médias estimadas de producdo com a doenca podem atingir 30 a
60% em alguns Estados. Atualmente, ndo ha informagao sobre os niveis de diversidade
genética e estrutura populacional desse patdgeno no pais. Um total de 250 isolados de R.
solani AG-1 |A foram coletados de seis areas de cultivo comercial de soja nas principais
regides produtoras nas regides Centro-oeste, Norte e Nordeste do Brasil. Esses isolados
foram genotipados usando dez locos polimérficos de microssatélites. A maioria dos genétipos
multilocos encontrados foram sitio-especificos, com poucos genoétipos compartilhados entre
populacoées. Significativa subdivisao das populacdes foi evidente. Elevados niveis de mistura
de gendtipos foram observados para populacées do Mato Grosso (MT98) e do Tocantins
(TOO06). Apds a remocao dos gendtipos misturados, em trés das seis populacdes detectou-se
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), consistente com recombinagcdo sexual. As
constatacdes de baixa diversidade genotipica, desvios do EHW, desequilibrio gamético e
elevado grau de subdivisdo populacional nessas populagdes de R. solani AG-1 |A do Brasil
sado consistentes com predominancia de reproducdo assexuada, dispersao de propagulos
vegetativos (micélio ou esclerédios) a curta distancias, possivelmente via sementes
contaminadas. Nenhuma das populagcbées do patdégeno exibiu reducdo em tamanho
populacional (efeito de gargalo de garrafa). Detectou-se migracao historica assimétrica entre
as populacdes analisadas, o que poderia explicar os niveis de subdivisdo observados.

Palavras-chave: queima foliar, fluxo @génico, clonalidade, padroes migratérios.



Introducao

O Basidiomiceto Thanatephorus cucumeris (anamorfo = Rhizoctonia solani) grupo de
anastomose (AG) 1 IA é considerado o principal patégeno de importantes culturas em todo o
mundo, incluindo soja, milho e arroz (Bolkan & Ribeiro, 1985; Jones & Belmar, 1989). Em
soja, R. solani AG-1 |A causa queima foliar (ou mela), uma das mais devastadoras doencas
da cultura. Nos Estados onde as condicbes ambientais sao favoraveis ao patégeno, as
perdas podem variar de 31 a 60%, como constatado no Maranhdo, Mato Grosso, Para e
Tocantins (Wrather et al., 1997; Yorinori, 1998). Nos Estados Unidos, as perdas estimadas
pelo patdbgeno podem atingir 30 a 45% na Louisiana (Yang et al., 1990).

As estratégias de controle para essa doenca sao limitadas. Aplicacdes de fungicidas
constituem as principais medidas para o manejo da doenca. Estrobirulinas tém sido
largamente utilizadas para o controle da mela e da ferrugem asiatica (associada ao fungo
Phakopsora pachyrhizi) (Navarini et al., 2007), podendo levar a selecado de resisténcia ao
fungicida pelos patégenos (Meyer, 2002; Meyer et al., 2006). Nao existem variedades
resistentes disponiveis comercialmente. Melhoramento de soja, visando resisténcia a mela é
dificil, uma vez que a resisténcia é expressa quantitativamente e o mecanismo de heranca
envolvido ainda nao é claro (Marchetti & Bollich, 1991; Meyer et al., 2006; Yorinori, 1998).

Conhecendo a estrutura genética de populacbes de patégenos, podem-se realizar
inferéncias sobre a histéria de vida e sobre os processos evolutivos que moldam as
populacdes de patdgenos em sistemas agroecoldgicos (McDonald & Linde, 2002a). A analise
da distribuicdo da diversidade genética dentro e entre populacbes pode ser usada para
identificar padrées de migracao (Beerli & Felsenstein, 2001) e para revelar recombinacao
critica (Liu et al., 1996). Um elevado grau de similaridade ou a detecgdo de alelos raros
compartilhados entre populacbes separadas geograficamente oferece evidéncia de fluxo
génico entre elas, com possiveis implicacdes para a efetividade das estratégias de controle
(McDonald & Linde, 2002a). O conhecimento sobre a estrutura genética de populacoes de
um patégeno pode oferecer uma compreensdo mais clara do seu futuro potencial evolutivo,
podendo ser Util no aperfeicoamento do manejo de genes de resisténcia e de fungicidas na
agricultura (McDonald & Linde, 2002a; McDonald & Linde, 2002b).

A andlise genética de populagdes também pode ser empregada para realizar

inferéncias com relacdo ao modo reprodutivo, por exemplo, acessando a contribuicao relativa



da reproducdo assexuada e/ou sexuada em populagdes de um patdégeno (Liu et al., 1996).
Através da reproducdo sexuada, genétipos recombinantes sdo produzidos, mantendo uma
maior diversidade genotipica em populacées sexuais quando comparadas as populacdes
assexuais, com diversidades genéticas similares. Outro efeito da freqliente recombinacao na
estrutura de uma populacao é a associacao aleatoria de alelos em diferentes locos, tal que a
freqUéncia dos gendtipos nos gametas é aproximadamente igual ao produto das freqiéncias
dos alelos que definem cada gendétipo. Desvios das freqléncias esperadas conduzem ao
desequilibrio gamético (ou desequilibrio de ligagdo), que pode ser detectado com testes
estatisticos (Liu et al., 1996).

R. solani é considerado um fungo assexual, disseminando e sobrevivendo por meio de
micélio vegetativo e esclerédios (Adams Jr, 1996). R. solani AG-1 IA em soja é Unico por ter
um ciclo sexual ativo. Himénios e basidiésporos sao freqiientemente observados em campos
de soja, desempenhando um importante papel epidemiolégico nessa doenca (Jones &
Belmar, 1989). Entretanto, atualmente ndo se sabe se a recombinac¢ao ocorre em isolados de
campo e se AG-1 |IA é homotalico ou heterotalico (Rosewich et al., 1999). Embora
basididsporos meidticos sejam observados em alguns casos, a deteccdo das reagdes de
cruzamento e seus efeitos na estrutura das populacdes do patégeno nao sao simples de
determinar in vitro para a maioria dos AGs de R. solani (Cubeta & Vilgalys, 1997).
Homocérios de R. solani ndao podem ser distinguidos dos heterocarios devido a condicao
multinucleada de suas hifas e a auséncia de grampos de conexao.

Atualmente, ndo existem informacgdes disponiveis sobre a estrutura da populagéo de
R. solani AG-1 |A associada a soja no Brasil. Estudos prévios de variagdo genética do
patdégeno em soja tém enfatizado principalmente a diferenciacdo genética entre isolados
obtidos de areas distintas. Usando marcadores moleculares RAPD e sequiéncias ITS-rDNA,
estes estudos evidenciaram alta diversidade genética nas populacées de AG-1 IA em soja
(Fenille et al., 2003; Fenille et al., 2002). Baseando-se em variacdo no operon ITS-5.8S
rDNA, elevada diversidade de haplétipos foi detectada entre isolados brasileiros do patégeno
em soja. Enquanto 16 haplétipos ITS foram encontrados entre 32 isolados de soja, apenas
um unico haplétipo ITS foi detectado entre 20 isolados de arroz, oriundos de diversos
continentes (Ciampi et al., 2005). O haplétipo ancestral mais provavel pode ter originado
tanto do Mato Grosso ou do Maranh&o (Ciampi et al., 2005).



Objetivos

Os objetivos desse estudo foram: a) mensurar a diversidade genética e genotipica em
populacbes de R. solani AG-1 |IA infectando soja no Brasil; b) descrever hierarquicamente a
estrutura genética dentro e entre populacées de R. solani AG-1 IA; c) inferir 0 modo
reprodutivo predominante nessas populacdes; d) detectar migrantes de R. solani AG-1 IA e
as provaveis rotas migratérias do patégeno no pais. Neste estudo duas hipdteses foram
testadas: (i) populagdes de R. solani AG-1 IA de soja sdo geneticamente homogéneas
(portanto ndo-subdivididas ou diferenciadas); (ii) populacdes de R. solani AG-1 |A de soja séo
sexualmente recombinantes em estrutura. Para investigar essas hipéteses, foi empregada
uma estratégia de genotipagem usando marcadores microssatélites, visando diferenciar

genotipos de R. solani AG-1 |A de soja no Brasil.

Material e Métodos

Amostragem e isolamento de Rhizoctonia solani AG-1 IA. Uma amostra composta por
cinco populacdes, compreendendo um total de 232 isolados de R. solani AG-1 IA, foi
coletada de campos comerciais de cultivo de soja naturalmente infectados em trés Estados,
nas regides Centro-Oeste (Mato Grosso, MT), Nordeste (Maranhao, MA) e Norte (Tocantins,
TO) do Brasil. Essas localidades representam as mais importantes areas produtoras de soja
no pais, como descrito na Tabela 1 e ilustrado na Figura 1. As primeiras populacdes (MT98,
MAOO) foram coletadas em 1998 e 2000, de locais distantes 1500 km aproximadamente. Em
2006, trés populacoes adicionais foram amostradas, duas delas de locais diferentes (MTO06,
TOO06) e uma delas (MA0O6) da mesma area de uma das populacoes amostradas previamente
(MAOQO). Amostras de plantas infectadas, exibindo sintomas caracteristicos de mela foram
coletadas de cada campo, de trés a seis focos de infestacdo (com pelo menos 10 m de
distancia entre eles) em cada linha, com um total de 10 a 15 linhas por campo. O isolamento
do fungo foi realizado transferindo-se fragmentos de folhas infectadas para placas de Petri
contendo meio seletivo (Ko & Hora, 1971) e incubadas a 25°C, no escuro. Culturas puras de
R. solani foram estabelecidas por transferéncia de hifas (apds crescimento em meio seletivo
por 24 a 48 horas) para meio batata-dextrose-agar (BDA). Apbés dez dias de cultivo,
esclerodios de cada isolado foram transferidos para criotubos de 1,8 mL, contendo silica gel
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anidra e mantidos a 4°C, visando armazenamento a longo prazo. O grupo de anastomose
dos isolados foi determinado através de amplificagéo seletiva de parte da regidao 28S-rDNA,
usando um par de iniciadores especificos para R. solani (Matsumoto, 2002): AG-comum (F)
5'-CTCAAACAGGCATGCTC-3' e AG-1 IA especifico (R) 5-CAGCAATAGTTGGTGGA-3'.
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Figura 1. Localizacdo das populacdées de Rhizoctonia solani AG-1 |A amostradas no Brasil.
Os valores de latitude (N-S) e longitude (L-O) sao indicados no mapa.



TABELA 1. Populacoes de Rhizoctonia solani AG-1 IA de soja usadas nesse estudo.

Estado Origem Isolados Populagéo C;oe(gg;?;izs Hospedeiro  Cultivar ﬁg?e?: Fonte
Mato — LucasdoRio g, MT98 5593 L -16.33 S soja FT-108 1998 R.C. Fenille
Grosso Verde
Sorriso 55 MT06 -55.75L -12.60 S soja Perdiz 2006  M.B. Ciampi
Maranhao Balsas 10 MAO0O -46.05L -752S soja Sambaiba 2000 M.C. Meyer
Balsas 91 MAO06 -4705L -652S soja Msoy 8925 2006 M.C. Meyer
Tocantins ~ Tupirama 22 TO06 4817 L -897 S soja Candeia 2006  M.C. Meyer

Extracao de DNA e genotipagem por microssatélites. O DNA gen6mico de cada isolado
foi extraido como descrito previamente (Linde et al., 2005). Dez marcadores co-dominantes
do tipo microssatélite (SSR), representando dez locos de polimorfismo conhecido (Zala et al.,
2007), foram usados para genotipagem de cada isolado usando iniciadores marcados com
fluorescéncia. Reacbes da polimerase em cadeia (PCR) foram realizadas separadamente
para cada loco SSR em volume de 20 pL, contendo 5 pL de DNA gendmico (a uma
concentracéao final de 5 a 15 ng), 2 uL de tampéo 10x, 0,4 mM de dNTPs, 0,3 uM de cada
iniciador e 1 unidade de Taq polimerase. As PCRs incluiram uma denaturacgéo inicial de 2
min a 96 °C, seguida por 35 ciclos de denaturacao por 30 seg a 96 °C, pareamento por 30 seg
a 50°C e elongacéao por 30 seg a 72°C, além de uma extensao final de 5 min a 72°C. Sendo
que nao foi possivel obter amplicons de todos os isolados de soja, usando o conjunto de
iniciadores descrito previamente (Zala et al., 2007) para o loco Tc10, um novo par de
iniciadores foi projetado para esse loco, como se segue: TclOnewF2 (5-
GGTTCTTCGAAAAGATCAAGTAAGC-3’), marcado com o corante fluorescente 6-FAM, e
Tc10newR2 (5-TTGCTGGGGTTGTTGAGGTT-3), nao marcado. Os produtos de PCR
amplificados foram separados em sequenciador ABI 3700 usando GeneScan 500 Liz como
marcador de tamanho (ambos fornecidos por Applied Biosystems), de acordo com as
instrucbes do fabricante. As analises dos fragmentos e a identificacdo dos alelos foram
efetuadas pelos programas GENESCAN e GENOTYPER versao 3.7, fornecidos pelo mesmo
fabricante. A classificagdo dos alelos em categorias de tamanho de fragmento, consistentes
com um incremento das respectivas unidades repetitivas descritas em Zala et al. (2007), foi

implementada usando o programa FLEXIBIN (Amos et al., 2007).
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Analise de dados

Informacoes sobre microssatélites e riqueza alélica das populacoes. Em todas as
analises, por se desconhecer a fase hapldide do organismo, assumiu-se R. solani AG-1 IA
como um dicario ou um dipléide funcional. Todos os dados gerados foram consistentes com
essa suposicao. Devido a complexidade envolvendo a definicdo de populagdo em fungos,
considerou-se como uma populacao um grupo de individuos coletados de uma mesma
localidade, ao mesmo tempo, como geralmente definido para populacdes de fungos
(Anderson & Kohn, 1998). Variagbes em tamanho de alelos € numero de repetigcdes, nimero
total e médio de alelos por loco e a identificacdo de alelos Unicos (presentes apenas em uma
das populagdes) foram determinados usando informacao de freqiéncia de alelos com o
programa CONVERT versao 1.31 (Glaubitz, 2004).

Diversidade genotipica. Um genétipo multilocos SSR para cada isolado foi determinado
usando o programa GENOTYPE (Meirmans & Van Tienderen, 2004), na forma de um cédigo
numérico de 20 digitos, representando o conjunto dos alelos para cada um dos dez locos,
como descrito no Anexo 1. Isolados exibindo o mesmo genétipo multilocos SSR foram
considerados membros da mesma linhagem clonal. Varios indices de diversidade genotipica
foram determinados: (a) numero de gendtipos por populacédo; (b) gendtipos populagéo-
especificos; (c) a fracdo clonal (ou porcentagem de isolados originados por reproducao
assexuada) calculada por 1- [(numero de gendtipos distintos)/(nimero total de isolados)]
(Zhan et al., 2003); (d) diversidade genotipica de Stoddart (Stoddart & Taylor, 1988) medida
por G,=1/Yp;, onde p; é a freqliéncia de um gendtipo multilocos particular, e a respectiva
eveness (Gyp escalada pelo numero maximo de genoétipos esperados para aquele tamanho
amostral), que indica como 0s gendétipos sao distribuidos uniformemente na populagdo. Um
valor de eveness igual a 1 indica que todos os genétipos da populagdo tém freqiéncias
idénticas). Essas medidas foram calculadas pelo programa GENODIVE (Meirmans & Van
Tienderen, 2004). Testou-se a significancia estatistica das diferencas em diversidade
genotipica entre pares de populagbes usando bootstrap (re-amostragem com substituicao),
onde individuos de cada populacédo foram re-amostrados e os indices de diversidade foram
recalculados e comparados apds cada rodada (Manly, 1991), em 1000 permutagdes, com

sub-amostragens para equiparar ao tamanho da menor populacado (Grunwald et al., 2003).
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Diversidade genética e diferenciacao entre populacoes. A diversidade genética de Nei foi
estimada como n/(n-1)*(1-3; p?), onde p representa a freqiiéncia observada do i*™ alelo
(Nei, 1987). Ariqueza alélica foi estimada, para cada populacao de R. solani AG-1 |IA, como o
namero médio de alelos por loco (El Mousadik & Petit, 1996) por rarefracao, abordagem que
utiliza a freqiéncia de alelos em um loco particular para estimar o nimero de alelos que
poderiam ocorrer nesse loco em amostras menores de individuos, padronizando a medida
pela populacdo de menor tamanho e definido apds a eliminacdo dos clones, mantendo
apenas 0s genoétipos Unicos (correcao de clones). Medidas de riqueza alélica e diferencas
significativas quanto ao conteudo alélico entre pares de populagdes de R. solani AG-1 |A
foram calculadas pelo programa FSTAT versao 2.9.3 (Goudet, 1995).

Andlise espacial de variancia molecular (SAMOVA) foi usada para definir grupos de
populacdes que sdo geograficamente homogéneas e maximamente diferenciadas umas das
outras. Essa abordagem pode ser aplicada para dados genotipicos e haplotipicos e nao
assume equilibrio de Hardy-Weinberg nas populacdes nem equilibrio de ligagdo entre locos
(Dupanloup et al., 2002). O método usa um procedimento simulado de anelamento para
dividir as n populacdes amostradas em K grupos (assume-se K como conhecido), visando
encontrar a composi¢do dos K grupos e maximizar a propor¢ao da variancia genética global
devido a diferencas entre grupos de populacdes (Excoffier et al., 1992). Essa andlise foi
executada com o programa SAMOVA 1.0 (Dupanloup et al., 2002).

Apoés definir os K grupos, a distribuicao da diversidade genética foi avaliada com base
em analise hierarquizada de variancia molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992; Weir, 1996;
Weir & Cockerman, 1984). Com o objetivo de quantificar a diferenciacédo entre pares de
populacdes e acessar 0 grau de subdivisdo nessas populacdes, foram calculados indices de
fixacdo (Estatistica F de Wright) baseado na soma do quadrado das diferencas de tamanho
para locos microssatélites (Rsr) (Slatkin, 1995). A distribuicdo nula da estatistica F para pares
de populacdes, sob a hipdtese de nao-diferenciacdo entre elas, foi obtida permutando
haplé6tipos entre as populacdes do par. A diferenciacédo genética entre pares de populagdes
foi considerada significante quando a probabilidade (P) foi inferior a 5 % ao nivel nominal.
Uma analise hierarquica da variancia foi conduzida, decompondo os componentes da co-
variancia devido ao efeito entre grupos de populacdes, ao efeito interpopulacional dentro de
cada grupo e ao efeito intrapopulacional. A significancia dos indices de fixagdo foi testada
usando abordagem ndo-paramétrica (Excoffier et al., 1992), com 1023 permutacbes, com o
programa ARLEQUIN versao 3.11 (Excoffier et al., 2005).
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Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e desequilibrio gamético. Visando acessar a
contribuicao relativa da recombinacao para a estrutura genética das populacdes de R. solani
AG-1 |A, foram investigadas associacdes dentro e entre os locos através dos testes de
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e associacao multilocos, respectivamente. Para o teste
de EHW, que examina a associagao aleatéria de alelos dentro de cada loco, testando o
ajuste das frequéncias esperadas sob EHW (Hartl & Clark, 1997) para cada populagéo, foi
empregado um teste analogo ao teste exato de Fisher (Guo & Thompson, 1992). Valores de
P foram obtidos usando o método de cadeias Markov Monte Carlo (MCMC), gerando uma
exata distribuicdo de probabilidade ndo enviesada por alelos raros ou tamanho amostral
reduzido (Raymond & Rousset, 1995), implementado em ARLEQUIN verséo 3.11. Calculou-
se o coeficiente de endogamia (Fs) através dos locos segundo Weir & Cockerman (1984),
para verificar se houve um déficit ou excesso significativo de heterozigotos (em relacéo as
expectativas no EHW), baseado em 1000 permutacdes e implementado em ARLEQUIN 3.11.

As associagoes entre locos foram examinadas usando, como teste de desequilibrio
gamético, o teste exato de Fisher (Garnier-Gere & Dillmann, 1992), baseado em algoritmo
MCMC, com 1000 aleatorizagdes usando o programa GENEPOP versdo 3.4 (Raymond &
Rousset, 1995). Dois locos foram considerados em desequilibrio gamético (ou desequilibrio
de ligacdo) quando valores de P foram iguais ou inferiores a 0,05. Também foram calculados
o Indice de Associacdo (/) para cada populacdo (Maynard Smith et al., 1993), uma medida
tradicional de desequilibrio de ligacdo de multilocos, onde é calculada a distancia entre
todos os pares de individos da populacdo (numero de locos em que eles diferem),
comparando a variancia dessas distancias com aquelas esperadas se nao houvesse
desequilibrio gamético entre os pares de loci, além da medida alternativa r», que é menos
sensivel a variagdo no numero de locos. Ambas as medidas foram testadas para significancia
com 1000 aleatorizacdes e fixando dados perdidos, pelo programa MULTILOCUS versao 1.3
(Agapow & Burt, 2001), testando-se a hip6tese nula de completa panmixia (ou seja, de
nenhuma ligagdo entre pares de loci), com base em 1000 randomizag¢des. Para dados de
organismos dipldides, ambos os alelos de cada loco sdo embaralhados/misturados juntos,
desse modo as associacdes entre alelos em cada loco sdo mantidas nos conjuntos de dados
randomizados, testando apenas para associacdes entre locos.
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Teste para mistura populacional ou estrutura oculta de populacées. Desvios do EHW e
equilibrio gamético observados em algumas populacées de R. solani AG-1 IA poderiam ser
causados pelo efeito Wahlund, por exemplo, quando ha mistura de gendtipos nas
populacdes. Para determinar se algum individuo na amostra representa um imigrante em
relacdo a sua populacao geografica de referéncia, foi utilizado o programa STRUCTURE
v.2.2 (Pritchard et al., 2000). O algoritmo contido no programa constroi clusters genéticos a
partir de uma colecdo de gendtipos multilocos individuais, estimando para cada individuo as
fracoes do seu genoma que pertencem a cada cluster. Em contraste aos métodos que usam
distancias genéticas, informagdes fenotipicas, locais de amostragem e a origem suposta dos
individuos nao necessitam ser especificadas para o algoritmo ser aplicado (Rosenberg et al.,
2001). Esse programa realiza uma andlise Bayesiana para acessar individuos a um pré-
definido numero de populacées, com base em uma andlise probabilistica dos genétipos
multilocos, calculando o coeficiente de parentesco (Q) para cada uma das populacdes de
cada genétipo amostrado (que aqui foram previamente designados as suas populagbes de
referéncia). Foram realizadas dez corridas com um periodo de aquecimento de 10000
geracoes e simulagdes de MCMC de 100000 iteragdes a cada corrida.

Parametros demograficos. A ocorréncia de efeitos do fundador recentes ou gargalos
genéticos foram avaliadas através do teste desenvolvido por (Cornuet & Luikart, 1996) e
implementado no programa BOTTLENECK versao1.2 (Piry et al., 1999). Esse teste usa uma
abordagem coalescente para detectar excesso ou déficit de heterozigosidade, baseado na
heterozigosidade esperada e no numero observado de alelos em cada loco individualmente,
assumindo estritamente o modelo de passos mutacionais (SMM) (Kimura & Ohta, 1975).
Uma significativa deficiéncia de heterozigosidade pode ser interpretada como uma recente
expansao da populacao, ja um excesso de heterozigosidade é esperado quando a populacao
foi submetida a um gargalo genético recente. Um modelo de equilibrio neutro prevé um
mesmo numero de locos com excesso e deficiéncia de heterozigozidade em uma populacao
em que o tamanho efetivo tem permanecido constante. Desvios do equilibrio entre mutacao e
deriva genética para todos os locos e populagdes foram detectados usando o teste de sinais
e o teste de Wilcoxon, indicados quando sado usados menos de 20 locos polimérficos (Luikart
& Cornuet, 1998).
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Migracao histérica e flutuacées no tamanho das populacées. Para as estimativas das
taxas de migracao histérica entre as populacdoes de R. solani AG-1 |A, foi empregado o
método da maxima verossimilhangca, baseado na teoria coalescente, como proposto por
Beerli & Felsenstein (2001). Este método permite estimar o tamanho efetivo das populacoes
ou teta (8), que para dipldides é igual a 4Nep, onde Ne = tamanho efetivo da populacéo e p =
taxa de mutacao de cada loco), além das taxas de migracao histérica assimétrica (M) entre
pares de populagdes, podendo indicar a provavel rota migratéria do patégeno no Brasil.
Estimativas de fluxo génico entre populacdes foram obtidas com o programa MIGRATE 2.3
(Beerli & Felsenstein, 2001), usando cinco réplicas de dez cadeias iniciais e cinco cadeias
longas finais, além de um esquema de aquecimento estatico com quatro temperaturas (1.0,
1.3, 2.6 e 3.9). Foi escolhido o tipo de dado microssatélite com simulacdo browniana,
assumindo o modelo de passos mutacionais (SMM). As cadeias iniciais foram executadas
com 1000 amostras e um intervalo de amostragem de 20 (20000 passos), com 1000 arvores
registradas por amostra. As cadeias longas finais foram conduzidas com 5000 amostras e
um intervalo de amostragem de 200 (200000 passos), descartando 10000 e registrando
10000 arvores por cadeia longa. O intervalo de confianca aproximado para os parametros
teta e M foram calculados usando a abordagem de percentis.

Flutuacbes em tamanho populacional foram testadas para cada populacdo usando o
método de MCMC (Kuhner, 2006; Kuhner & Smith, 2007), implementado no programa
LAMARC 2.1 (Kuhner, 2006), usando duas réplicas de dez cadeias iniciais e duas cadeias
longas finais. As cadeias iniciais foram executadas com 2500 amostras e um intervalo de
amostragem de 20 (50000 passos), descartando 1000 amostras para cada cadeia e
registrando 2500 genealogias por cadeia. As cadeias longas finais foram conduzidas com
25000 amostras, intervalo de amostragem de 20 (500000 passos), descartando 10000 e
registrando 25000 arvores para cada cadeia. O intervalo de confianca aproximado para a
taxa de crescimento exponencial (g) foi calculado usando a abordagem de percentis. O
ancestral N, no tempo passado t foi calculado usando a seguinte equacao de crescimento
populacional: 6;= 0 s €%, onde 0 equivale a 4Ny, t é o tempo em unidades mutacionais e g

€ 0 parametro de crescimento exponencial.
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Resultados

Diversidade genética e genotipica. Os dez locos de microssatélites apresentaram de 4 a
10 alelos por loco (média de 6,7 alelos) (Tabela 2). Alelos privados estiveram presentes em
todas as populacoes (Figura 2). Medidas de diversidade genética e genotipica para as cinco
populacbées encontram-se na Tabela 3. As diversidades genotipicas de Nei foram
relativamente elevadas (0,92 em média entre todas as populacdes), atingindo o valor
maximo de 1,0 para a populacdo MAOO do Estado do Maranhdo. Setenta e seis gendétipos
multilocos distintos foram encontrados entre os 232 isolados analisados. A fracdo clonal
variou de zero na populagcdo MAOO (onde nenhum clone foi encontrado) a 0,84 na populacéo
MAOQ6. O valor médio da diversidade genotipica, estimada segundo a medida de Stoodart e
Taylor, foi de 5,76. Apenas trés haplétipos foram compartilhados entre populagcdes, um entre
MT98 e MAO06 e dois entre MT06 e TOO06 (Tabela 3, Anexo 1). Um teste de bootstrap foi
executado para comparar estatisticamente as diferencas em diversidade genotipica entre
populacées. As populacbes MAOO e TOO06 apresentaram as maiores diversidades
genotipicas e MA06 e PA06, as menores (Tabela 3). A riqueza alélica média entre todas as
populacdes foi 2,89. Todos os 76 gendtipos de R. solani AG-1 IA foram heterozigotos para ao
menos um loco. A heterozigosidade esperada (Hg, diversidade genética de Nei) variou de
0,43 a 0,60 entre populacbes (Tabela 3). As populagbes do Mato Grosso (MT98 e MTO06)
tiveram significativamente as maiores Hg, enquanto MAOO e MAOQ6 tiveram as menores He.
As populagdes MT98 e MT06 exibiram também os maiores niveis de riqueza alélica (3,3 e
3,4, respectivamente), enquanto MAQO exibiu 0 menor nivel (2,23).

Distribuicao hierarquica da diversidade genética total. Utilizou-se SAMOVA para
determinar o melhor agrupamento de populacdes usando variacao na freqiéncia de alelos e
informacao geografica, assumindo de dois a quatro grupos (K) e empregando como método
de distancia a soma do quadrado das diferengas em tamanho (Rsy), indicado para dados de
microssatélites. O melhor agrupamento SAMOVA (aquele com o maior valor de Rsr € a
menor variacdo entre populacdées dentro de grupos) foi alcangado com K = 3. Baseado nos
valores de Rsr e no agrupamento K = 3, 82,6 % da diversidade genética total foi encontrada
entre individuos dentro de populagdes, 5,1 % entre populagdes dentro de grupos e 12,3 %
entre grupos de populagdes (Tabela 4). Esse agrupamento K = 3 foi entdo escolhido para as
analises subseqlentes de diferenciagao entre populagdes.
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Figura 2. Distribui¢cdo da freqiéncia de alelos de dez locos de microssatélites nas
populacdes de Rhizoctonia solani AG-1 1A da soja no Brasil.
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TABELA 2. Descricao do conteudo associado a dez locos de microssatélites usados para genotipagem de populacoes

de Rhizoctonia solani AG-1 IA de soja no Brasil.

~ Variacao de Regido Variacdo em Numero de alelos / populacao Numero
. Informacao .
Loco Tipo genética tamanho flanqueadora numero de total de
(pb) (pb) repeti¢cdes MT98 MTO06 MAOO MAO6 TOO06 alelos
(N*=54) (N=55) (N=10) (N=91) (N=22)

TcO1 3-nucleotideo Nao-codificante 113 - 125 83 10-14 4 5 3 2 4 5
Tc02 3-nucleotideo Nao-codificante 184 - 193 151 11-14 4 4 2 3 3 4
Tc03 3-nucleotideo Nao-codificante 271 - 286 157 38-43 5 6 2 2 4 6
Tc05 3-nucleotideo Nao-codificante 239 - 260 221 06-13 4 3 2 4 4 7
Tc06 3-nucleotideo Nao-codificante 178 - 238 145 11-31 6 8 2 3 3 10
Tc07 3-nucleotideo Nao-codificante 103 - 154 61 14-31 2 5 2 4 3 6
Tc10 3-nucleotideo Nao-codificante 117 - 171 90 09-27 6 4 4 4 3 11
Tecl1 3-nucleotideo Nao-codificante 174 - 209 129 09-16 5 5 2 1 2 6
Tci12 3-nucleotideo Nao-codificante 143 - 161 107 18-27 6 6 4 5 6 8
Tcl17 3-nucleotideo Nao-codificante 153 - 177 135 06-14 3 2 1 2 3 4

4N, tamanho amostral (nimero de isolados) de cada populagéo
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TABELA 3. Medidas de diversidade genotipica e génica em populacées de Rhizoctonia
solani AG-1 |A de soja no Brasil.

Tamanho .. Genotipos ~ Diversidade ,
Populagdo amostral Num?tro de sitio- Fjaga(la genotipica  Eveness®?  Hg®' Fl{l,oll.uezf,ag
(N) genotipos especificos® cona (G)™ aetica
MAOO 10 10 10 (0) 0,00 10,00 a 1,00 a 043 b 223 b
TOO06 22 16 14 (2) 0,27 10,52 a 0,66 b 0,56 ab 2,93 ab
MTO06 55 22 20 (2) 0,65 3,54 b 0,19 c¢ 0,60 a 3,38 a
MT98 54 16 15 (1) 0,70 3,05 bc 0,19 c¢ 0,60 a 3,30 a
MAO6 91 15 14 (1) 0,84 1,87 ¢ 0,13 ¢ 049 b 2,62 ab
Total 232 79 76 0,69 5,76 0,43 0,54 2,89

#Numero de genoétipos compartilhados com outras populagbes sdo exibidos entre parénteses

® Diversidade genotipica de Sttodart, calculada segundo Stoddart & Taylor (1988).

°Médias seguidas da mesma letra ndo sao significativamente diferentes (P 2 0,05), segundo teste de bootstrap
entre pares de populagdes, para diferengas em indices de diversidade clonal, com 1000 permutagdes, usando
sub-amostragens para equiparar ao tamanho da menor populagéo.

4 Gy escalado pelo numero maximo de gendtipos esperados; um valor de eveness igual a 1,0 indica que todos
os gendétipos tiveram freqiiéncias idénticas na populacao.

° Diversidade genética de Nei (ou heterozigosidade) calculada como média entre todos os locos e corrigida pelo
tamanho amostral (Nei, 1978)

"Calculado de acordo com El Mousadik & Petit (1996)

Diferenciacao de populacoes. A andlise da diferenciacdo entre pares de populacdes foi
baseada na Estatistica F de Wright, usando a soma do quadrado das diferengas em nuamero
de repeticdes (Rs7), sob 0 modelo de passos mutacionais (SMM) (Tabela 5). O valor total de
Rst foi 0,17 (P < 0.001), indicando um nivel intermediario de diferenciacdo entre populagdes
geograficamente distintas de R. solani AG-1 |IA de soja (Tabela 4). Foram detectados dois
casos de nao-diferenciacao entre pares de populacdes: entre TO06 e MT98 (Rst = 0,013, P=
0,38) e entre TO06 € MT06 (Rst = 0,004, P = 0,42). O maior valor de Rst foi encontrado entre
as populacdes MA0O e TOO06 (Rst = 0,37, P<0,01).
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TABELA 4. Distribuicao hierarquizada da diversidade genética entre populacoes de
Rhizoctonia solani de soja no Brasil.

P Somados Componentes Porcentagem

Fontes de variagdo g quadrados® davaridncia  de variagéo P
Entre grupos?® 2 602.8 5.4019 12.3 Recr= 0.1230 0.09
Interpopulacional
dentro de grupos 2 232.1 2.2439 5.1 RST = 0.1740 <=0,001
Intrapopulacional 153 5551.6 36.2849 82.6
Total 157 6386.5 43.9307

@ Agrupamento proposto por SAMOVA (Dupanloup et al., 2002), baseado em Rsr (K = 3): [MA00, (MT98, MT06
e TO06) e MA06]
® Graus de liberdade

®Método de distancia usado: soma do quadrado das diferengas em tamanho (Rs) (Slatkin, 1995)

TABELA 5. Medidas de diferenciacao entre populacoes de Rhizoctonia solani AG-1 1A
de soja no Brasil, baseadas em Rst’.

Populacéo  MAOO MT98  MAO6 MTO6  TO06
MAOO -

MT98 0.2414 -

MA06 0.1979  0.1495 -

MTO06 0.2399  0.1092  0.0806 -

TO06 0.3692  0.0131° 0.1282  0.0041°

? Distancias medidas como a soma do quadrado das diferencas em tamanho entre dois haplétipos, de acordo
com Slaktin (Slatkin, 1995)
® Valores nao-significativos (P = 0,05), testado usando abordagem néo-paramétrica (Excoffier et al., 1992), com

base em 1023 permutagdes
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Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e desequilibrio gamético. Os dados ap6s correcao
de clones foram testados para EHW e para desequilibrio gamético entre pares de locos e os
resultados sédo apresentados na Tabela 6. Apenas a populacdo MAOO estava em EHW para
cada um dos nove locos polimoérficos examinados. Detectou-se um significante desvio do
EHW em trés de nove locos polimérficos para a populagcdo MA06, em cinco de dez locos
polimorficos para MT06 e TOO06 e seis de dez locos polimérficos para MT98. O coeficiente de
endogamia (Fis) global foi igual a 0,15 (P < 0,01). Valores positivos e significativos de Fis
(variando de 0,22 a 0,33, P < 0,02) foram observados para ambas as populacbes do Mato
Grosso, ja para as populagcdes MAOO e TOO06, valores negativos de Fis foram observados
(Tabela 6).

O teste exato de Fisher para desequilibrio gamético foi significante para a maioria dos
pares de locos em todas as populacoes, exceto para TO06, na qual somente 13 % dos locos
desviaram significativamente do equilibrio. Todas as populacées exibiram indices de
associacdo significativos, I, ou rp (Tabela 6). Observou-se que um par de locos (TcO1 e
Tc02) estava constantemente associado na maioria das populacées. Contando com a
possibilidade de ligagdo entre esses dois locos, que poderia ter influenciado as estimativas
de desequilibrio, os mesmos foram removidos e os dados foram re-analisados. Desse modo,
o desequilibrio gamético foi expressivamente reduzido na populacdo MAQO (de 55,6 para 5,0
% dos pares de locos) e de modo menos acentuado na populagdo TO06 (de 13,3 para 3,6

%), porém os valores de I e r» permaneceram significativos (P < 0,05).
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TABELA 6. Testes para associacao aleatéria de alelos em cada loco e entre pares de locos nas populacoes de
Rhizoctonia solani AG-1 1A da soja no Brasil.

Estimativas de equilibrio gamético

- Numero de Pares de locos
Origem Populagao Qenotlposa locos em Fs® P N 5 P em significativo %'
misturados EHWP desequilibrio
Maranhao MAOQO nenhum 9em9 -0.28 0.91 0.9676 0.0551 0.001 20 em 36 55.6
MAO06 nenhum 6em 9 0.27 0.06 1.6051 0.1567 < 0.001 18 em 36 50.0
Mato Grosso MT98 6/16 (37,5%) 4em10 0.33 0.003 1.1200 0.1168 < 0.001 23 em 45 48.9
MT98 removidos 6em 10 0.17 0.11 0.4560f 0.0600f 0.144 02 em 36 5.6
MTO06 nenhum 5em 10 0.22 0.02 0.6622 0.0461 < 0.001 23 em 36 51.1
TOO06 4/16 (25%) 5em 10 -0.33 0.99 0.3771 -0.0111 0.457 06 em 45 13.3
Tocantins TO06 removidos 6 em 10 -0.38 0.99 0.1278NS 0.0152NS  0.032 02 em 45 4.4

# Mistura de genétipos determinada por teste implementado pelo programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000)

® Teste de EHW executado de acordo com um teste exato analogo ao teste exato de Fisher (Guo & Thompson, 1992)
¢ indice de endogamia (Fis) ao longo dos locos

“he rp so indices de desequilibrio gamético multilocos (Maynard Smith et al., 1993).

® rp éuma modificagcdo do /x, em que a dependéncia do nimero de locos é removida (Agapow & Burt, 2001)

" Um loco monomérfico

NS Valores nao-significativos (P = 0,05)
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Teste de mistura populacional. Para avaliar se os desvios em relagao as expectativas no
EHW e no equilibrio gamético refletiram uma estrutura oculta em alguma das populacées de
R. solani AG-1 |A, conduziu-se um teste para identificar mistura de genétipos, implementado
no programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Foram identificados dez provaveis
genotipos misturados nas populacées analisadas: seis em MT98 (37,5 % do total de
genotipos dessa populacdo) e quatro em TO06 (25 % do total), os quais sao exibidos na
Figura 3. Na populagdo MT98, os gendtipos 26 (do isolado BRS131), 27 (do BRS134) e 28
(do BRS136) exibiram coeficientes de parentesco (Q) significativamente nao-relacionados as
suas populagdes geograficas de origem, sugerindo que esses individuos poderiam ser
imigrantes da populacao TO06, enquanto que os gendtipos 30 (do BRS14), 31 (do BRS15) e
35 (do BRS29) foram provavelmente imigrantes da populacdo MAQOO (Figura 3). Na
populacdo TOO06 foram identificados dois provaveis genoétipos imigrantes (64, do BRZTO006
e 66, do BRZTOO003), os quais poderiam ter sido originados da populacdo MA06, um (67, do
BRZTO022) da populacdo MAOO e um (65 do BRZTO136) que poderia ter origem tanto da
populacdo MAO6 quanto da MT06. Com a remocdo dos gendtipos misturados das
populacbes MT98 e TOO06, elevou-se a proporcdo de locos em EHW em ambas as
populagdes, como mostrado na Tabela 6. indices de equilibrio gamético (/4 ou r») para
populacdes individualmente também decresceram para valores nao-significativos e houve

uma reducao na proporcao de pares de locos em desequilibrio (Tabela 6).

Migracao histoérica e estimativas de flutuacao em tamanho populacional. O pardmetro
populacional teta (8) foi usado como uma medida relativa do tamanho efetivo das
populacdes, como ilustrado na Figura 4. As estimativas de tamanho populacional foram muito
similares, com 6 variando de 0,82 a 1,06. Estimativas de fluxo génico direcional indicaram
migracao histérica entre populacdes diversas. A populacdo que doou o maior numero de
migrantes a maioria das outras populagdes (com excecao de MAQ0O) foi TO06, cujas taxas de
migracao foram 4Nmops_smtos = 1,71 migrantes/geracao (de TO06 para MT06), 4 Nmroos_smaoe
= 1,65 migrantes/geracao (de TO06 para MA06) e 4Nmroos_mTes = 0,97 migrantes/geracao
(de TOO06 para MT98). Um movimento histérico muito menor de migrantes foi indicado na
direcdo oposta, rumo a TO06. Uma outra elevada estimativa de migragao assimétrica foi

observada entre MT98 e MT06 (4Nmwres_mtos = 1,49 migrantes/geracao € 4Nmyros_mTos =
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1,09 migrantes/geracao). No geral, as duas populagbées do Mato Grosso (MT98 e MTO06)
contribuiram com o menor nimero de migrantes para as outras populacées. Nao houve
evidéncia de expansao de populacdo, com todas as populacées apresentando taxas de
crescimento iguais a zero (MAQO) ou ligeiramente negativas, como exibido na Figura 4.

Parametros demograficos. Empregou-se o teste de (Cornuet & Luikart, 1996) para detectar
deficiéncia ou excesso de heterozigosidade e determinar se a distribuicdo dos alelos nas
populacbes tem sido perturbado por alteracbes no tamanho populacional. Sob as
expectativas do modelo de passos mutacionais (SMM), nenhuma indicacdo de recentes
gargalos genéticos foi detectada em nenhuma das popula¢des analisadas (Tabela 7).

TABELA 7. Resultados de testes para alteracées em tamanho de populacées de
Rhizoctonia solani AG-1 IA de soja no Brasil, sob o modelo evolutivo de passos
mutacionais (SMM).

Probabilidade

teste dos teste de

Populagdo  HD/HE? exc.HEP sinais Wilcoxon Interpretagao
MAOQOO 3/6 5,02 0,38 0,36 sem desvio
MAO06 3/6 5,13 0,41 0,25 sem desvio
MT98 6/4 5,85 0,19 0,28 sem desvio
MTO06 7/3 5,86 0,07 0,23 sem desvio
TO06 3/7 5,93 0,37 0,43 sem desvio

# Nimero observado de locos com deficiéncia de heterozigosidade (HD) e com excesso de heterozigosidade
(HE)

® Ntimero esperado de locos com excesso de heterozigosidade, que depende do nimero de cromossomos
amostrados, do nimero de alelos encontrados e da heterozigosidade esperada para as freqiéncias alélicas
observadas, assumindo que as populagdes estdo em equilibrio entre mutagdo e deriva genética e que as
mutacdes em todos os locos seguem o modelo especificado.

° As probabilidades dos testes (teste dos sinais e teste de Wilconxon) foram calculadas com o programa
BOTTLENECK (Cornuet & Luikart, 1996; Luikart & Cornuet, 1998; Piry et al., 1999)
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Coeficiente de parentesco (Q)

Gendtipos individuais e populacdo de origem

Figura 3. Coeficientes de parentesco (Q), inferidos pelo programa STRUCTURE, para genétipos multilocos de microssatélites
de populagdes de Rhizoctonia solani AG-1 1A de soja no Brasil. Grupos de individuos baseados em populacdes pré-
definidas séao representados por cores diferentes. Cada barra vertical representa um genétipo multilocos. Cada cor
representa o ancestral mais provavel do grupo do qual o gendétipo (ou parte dele) foi derivado. O comprimento da
barra indica o Q do gendtipo com relacdo as populagdes (coloridas distintamente). Mistura estatisticamente
significante para um genétipo é destacada com um asterisco no topo.
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Figura 4. Estimativas de parametros demograficos para populagdes de Rhizoctonia solani
AG-1 |A de soja no Brasil, baseadas na variagdo de dez locos de microssatélites.
Valores de teta (8) representam a medida do tamanho efetivo das populagdes
(para dipldides 6 = 4Nep, onde Ne = tamanho efetivo da populagéo e p = taxa de
mutacao de cada loco). Migracao entre areas geograficas foi estimada usando um
modelo de isolamento com migragdo. Valores de teta e taxas de migragdo foram
estimados com o programa MIGRATE 2.3 (Beerli & Felsenstein, 2001). As
direcbes de migracdo entre populacbes doadoras e receptoras sao indicadas
pelas setas. As estimativas mais provaveis das taxas de crescimento populacional
(g) foram calculadas através de analises bayesianas, com o programa LAMARC
2.0 (Kuhner, 2006; Kuhner & Smith, 2007). As estimativas de crescimento
populacional, teta e taxas de migracao incluiram intervalos de confianca de 95%.
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Discussao

Este estudo representa a primeira andlise detalhada de genética de populacdes do
patégeno da queima foliar em soja, R. solani AG-1 |A, no Brasil. A estratégia de amostragem
selecionada abrangeu as mais importantes areas de cultivo da soja do pais. Foram testadas
as hipoteses de que populacdes geograficas de R. solani AG-1 |A de soja sdo geneticamente
homogéneas (portanto n&o-subdivididas ou diferenciadas) e de que essas populagdes
exibem uma estrutura genética recombinante.

A maioria da variacao na freqgiiéncia de alelos foi observada dentro de populacdes de
R. solani AG-1 |A da soja (82,6 %), enquanto 12,3 % da variacao total foi atribuida a
diferencgas entre populacées (Tabela 4). Valores de Rsr foram significantemente diferentes de
zero, com variagao de 0,08 a 0,37, indicando um nivel moderado a elevado de diferenciagao
entre populacdes. Fluxo génico foi apenas detectado entre as populacées TO06 e MT06 e
entre TO06 e MT98 (Tabela 5). A presenca de alelos Unicos em todas as populagdes e
poucos gendtipos compartilhados entre elas (trés em 76) forneceu evidéncias de dispersao
limitada do patégeno entre regides geograficamente distantes, sustentando a hipdtese
alternativa de fluxo génico restrito entre as populacées analisadas. Isolamento geografico
parece ser a causa mais provavel dessa diferenciacdo genética, uma vez que a distancia
entre os pontos de amostragem foi de mais de 1000 km, na maioria dos casos.

Geno6tipos multilocos foram principalmente sitio-especificos. Em apenas trés casos o
mesmo gendtipo foi compartilhado entre campos de soja distantes. Os gendétipos 61 e 62
foram compartilhados entre MT06 e TOO06 (distantes cerca de 1000 km) e o genétipo 20,
encontrado em MT98 e MAQOQ (distantes aproximadamente 1400 km) (Anexo 1). Baseado na
freqUéncia alélica de cada loco, foi calculada a probabilidade de isolados néo relacionados
compartilharem o mesmo gendétipo multilocos (Weir, 1996). Sendo que essas probabilidades
foram muito baixas, entre 107 to 10™ acredita-se que esses gendtipos nao foram
compartilhados por acaso, e sim, devido ao movimento de sementes contaminadas a longas
distancias (Linde et al., 2005; MacNish et al., 1993). De fato, apesar dos produtores de soja
no Centro-Oeste e Nordeste poderem produzir suas préprias sementes localmente, muitos
deles as obtém de poucos distribuidores centralizados de sementes (Embrapa, 2006; Sato &
Moori, 2003). Isso poderia facilitar a dispersdo de patdégenos associados a sementes tais
como R. solani AG-1 |A, propagando gendtipos do fungo ao longo de areas geograficas

distantes. Se o in6culo associado a sementes tem uma funcao significativa na dispersao a
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longas distancias, melhores testes de sanidade das sementes poderiam ser exigidos e
medidas de controle (como tratamento das sementes com fungicidas erradicantes) poderiam
ser especificamente direcionadas as sementes. Compartilhamento de equipamentos de
plantio e colheita entre regides produtoras de soja distantes ndo € comum no Brasil
(Embrapa, 2006), limitando assim seu papel na dispersao do patégeno.

As analises com o programa MIGRATE indicaram migracao histérica assimétrica para
a maioria das comparagdes entre pares de populacées do patégeno, fato que poderia
explicar os atuais niveis de subdivisdo populacional encontrados. A Unica excecao ocorreu
entre a populacdo TO06 e ambas as populagdes do Mato Grosso (MT98 e MT06), as quais
exibiram elevado fluxo génico atual apesar da migracao histérica assimétrica. A evidéncia de
elevada migracao histérica assimétrica a partir da populacao TO06 sugere que essa poderia
ser a populacdo fundadora, que contribuiu com a maioria dos imigrantes para as outras
populagdes do patdogeno no Brasil. Historicamente, a expansdo da cultura da soja tem se
caracterizado pela migracao de produtores de areas tradicionais na regidao Sul, nos Estados
do Rio Grande do Sul e Parana, com movimento de seus equipamentos agricolas em direcéo
ao Cerrado, na regiao Centro-Oeste do pais. Assim, a cultura da soja alcancou
primeiramente o Estado de Mato Grosso (no final dos anos 80) e somente depois os Estados
de Tocantins e Maranhao (no meio da década de 90), substituindo areas de cultivo de arroz
(Fearnside, 2001). Entretanto, arroz, um outro importante hospedeiro para R. solani AG-1 1A,
tem sido tradicionalmente cultivado no Tocantins por mais de 50 anos (Igreja et al., 1995). E
importante destacar que o primeiro relato de queima foliar em soja e queima da bainha em
arroz ocorreu no Estado de Goias, em 1985 (Bolkan & Ribeiro, 1985). Deve-se lembrar que a
parte ao norte de Goias € o atual Estado de Tocantins.

Em contraste com outros grupos de anastomose (AG), quase nao ha informacéao com
relacao a importancia ecoldgica e epidemioldgica do ciclo sexual de R. solani AG-1 1A (Naito,
1996). No complexo R. solani, AGs possuem sistema de cruzamento homotalico ou
heterotalico (Cubeta & Vilgalys, 1997). Pelo menos dois AGs (AG-1 IC e AG-4) tém sistema
de cruzamento heterotalico bipolar, controlado por um uUnico gene com mudltiplos alelos
(Adams Jr, 1996). Nao ha informacdo sobre o sistema de cruzamento ou grupo de
compatibilidade sexual de R. solani AG-1 |A, por exemplo, se o fungo é homotéalico ou
heterotélico. Sabe-se que R. solani AG-1 IA exibe um sistema predominantemente sexual em
soja, pois estruturas sexuais de frutificacao (himénios e basidiésporos) tém sido observados
em campos de soja (Jones & Belmar, 1989). Evidéncias, baseadas em genética de
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populacdes, de dois estudos com populagdes do patdgeno isoladas de arroz nos Estados
Unidos (Rosewich et al., 1999) e na india (Linde et al., 2005; Taheri et al., 2007) indicaram a
ocorréncia de reproducao sexual e uma estrutura populacional recombinante para R. solani
AG-1 IA em arroz. Era suposto que o patégeno infectando soja seria também sexualmente
recombinante no Brasil. Os prognésticos para um organismo sexualmente recombinante sdo
elevada diversidade genotipica, reduzida clonalidade, marcadores moleculares neutros
seguindo as proporg¢des esperadas no EHW e equilibrio gamético (McDonald & Linde, 2002a;
Milgroom, 1996).

A maioria das populagdes apresentou diversidades genéticas intermediarias a
elevadas (Tabela 3). Entretanto, os niveis de diversidade genotipica foram baixos para
algumas populagdes e a fragdo clonal associada, elevada. A maior fragdo clonal observada
foi de 84 % na populacdo MAO06 (Tabela 3). O teste exato de Fisher para EHW revelou
desvios significativos para a maioria das populacdes de R. solani AG-1 |IA de soja, exceto
para MA0O. Nessa populacdo, todos os locos seguiram as propor¢cdes esperadas no EHW,
consistente com reproducao sexuada (Tabela 6). O desequilibrio gamético foi acentuado em
todas as populagdes, exceto para TO06 (Tabela 6). Desequilibrio gamético pode ser gerado
por varios processos, incluindo ligacao entre locos, mistura populacional, deriva genética,
expansao populacional, cruzamentos preferenciais e selecao (Milgroom, 1996).

Apds remover o par de locos possivelmente ligado (TcO1 e Tc02), o desequilibrio
gamético foi expressivamente reduzido nas populacoes MAOO e TOO06. As populacoes
remanescentes continuaram a exibir desequilibrio significante. A remog¢ao dos gendétipos
misturados de TO06 e MT98 elevou a proporcao de locos sob as expectativas no EHW,
restaurando o equilibrio gamético (medido por 4 ou r»). Acredita-se que a ligagdo entre
esses locos poderia ter contribuido, embora ndo seria a Unica explicacdo, para o
desequilibrio observado.

Uma explicagdo alternativa para os desvios quanto ao EHW e para o desequilibrio
gamético encontrado seria a ocorréncia de gargalos genéticos recentes. Uma reducao na
rigueza alélica é uma indicacdo que populacées experimentaram uma recente redu¢do no
tamanho efetivo da populacdo (Piry et al., 1999). Todavia, nenhum desvio significante do
equilibrio entre mutagéo e deriva foi detectado nessas populag¢des do patdégeno. Os valores
de riqueza alélica foram similares entre todas as populacées do fungo (Tabela 3) e nenhum
excesso de heterozigosidade, que seria esperado apds um recente gargalo genético, foi
observado (Tabela 7). Desse modo, acredita-se que gargalos de garrafa ndo teriam causado
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o desequilibrio observado.

Expansao populacional seria uma outra explicagdo alternativa para desequilibrio
gamético. De 1970 a 2001, a producdo de soja no Brasil tem expandido em direcdo a areas
mais condutivas a queima foliar no bioma amazénico, a uma taxa de 27,5 km por ano (Simon
& Garagorry, 2005). As temperaturas mais elevadas e condi¢gées de umidade predominantes
no Nordeste brasileiro sdo favoraveis a formagcdao abundante de himénios e germinacao de
basididsporos de R. solani AG-1 1A (Almeida et al., 1997; Naito, 2006). Em resposta a
enorme expansao das areas de cultivo da soja, as quais atingiram cerca de 20,6 milhdes de
hectares em 2007 (Conab, 2007), o tamanho populacional efetivo desse fungo pode ter se
tornado muito grande. Grandes popula¢des podem manter a diversidade genética gerada
previamente por ancestrais recombinantes, mesmo se a recombinagdo ocorrer apenas
raramente, com a deriva atuando fracamente na reducao da variacao genética (Bennett et
al., 2005; Hartl & Clark, 1997). Porém, ndo houve evidéncia de recente expansao
populacional, conduzindo a interpretacdo de que um aumento no tamanho populacional ndo
seria a causa do desequilibrio observado. Ao contrario, todas as populacdes apresentaram
estimativas de crescimento nulas ou levemente negativas (Figura 4).

A Ultima causa possivel para o desequilibrio gamético observado seria excesso de
cruzamentos aleatérios (homogamia negativa) e de endogamia (cruzamentos entre
individuos aparentados, homogamia positiva). Encontrou-se evidéncia de cruzamento
preferencial nas populacdes de R. solani AG-1 IA de soja no Brasil. A estimativa de Fis foi
significativa e positiva para MT98 e MT06, e bem prdéxima da significancia em MAOB6,
consistentes com um excesso de homozigotos esperado sob endogamia. Estudos prévios
mostraram que alguns AGs de R. solani tém um sistema de cruzamento heterotalico bipolar,
tais como AG-1 IC (Julian et al., 1999), AG-2-2 IV (Toda & Hyakumachi, 2006), AG-4 (Cubeta
et al., 1993) e AG-8 (Yang et al., 1992), enquanto AG-3 pode ser homotalico em tabaco
(Adams, 1988; Ceresini et al.,, 2007). Ainda que os dados desse estudo ndo sejam
considerados conclusivos, sdo consistentes com um significativo grau de endogamia nas
populacbes de AG-1 IA de soja no Brasil, podendo ser considerados, pelo menos
parcialmente, para o significativo desequilibrio observado nessas populacoes.

Em resumo, trés das cinco populagdes apresentaram evidéncia de uma estrutura
populacional recombinante. Embora se considere que R. solani AG-1 |IA tenha um sistema
reprodutivo predominantemente sexual em soja, ja que estruturas sexuais de frutificacao
(himénios e basidiésporos) sao reportadas como fontes primarias de inéculo em campos de
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soja (Fenille et al.,, 2003; Fenille et al., 2002; Jones & Belmar, 1989; Meyer, 2002),
recombinacdo ndo prevaleceu em todas as populacbes analisadas nesse estudo. Numa
interpretacao geral, populagées de R. solani AG-1 IA de soja no Brasil exibiram um modo
reprodutivo misto, que inclui a) um consideravel componente assexual, evidenciado pelas
elevadas fracbes clonais, talvez representando clones bem sucedidos (ou combinacdes de
genes favoraveis) originados por reproducao sexuada (Xu, 2005); e b) um consideravel grau
de endogamia, ocorrendo durante o componente sexual da reproducdo. Endogamia nao
reflete, necessariamente, um sistema de cruzamento homotalico, mas poderia ser um
primeiro sinal de homotalismo nesse fungo.

Com essas evidéncias, postula-se que novos gendétipos do patdégeno sao produzidos
por eventos de recombinacdo e que os gendtipos favorecidos por selecao aumentam em
freqUéncia através de reproducdo assexuada, dentro de cada campo de soja. Os gendtipos
selecionados, entdo, propagam-se clonalmente a curtas distancias, via esclerédios ou
fragmentos de micélio, e raramente a longas distancias, possivelmente através de sementes
contaminadas.

A estrutura de modelo de risco proposta por McDonald e Linde (McDonald & Linde,
2002a; McDonald & Linde, 2002b), considerando o potencial evolutivo de fitopatdgenos,
prediz que patdégenos com reduzido fluxo génico e genotipico apresentam um risco menor
que patégenos com elevado fluxo génico e genotipico. Patégenos com propagulos que se
movem apenas a curtas distancias geralmente existem em pequenas zonas genéticas bem
delimitadas, sendo esperado que exibam menor diversidade genética e menor tamanho
efetivo de populacdo. Esse modelo também sugere que patégenos que se cruzam
aleatoriamente apresentam um risco maior que patdégenos endogamicos, pois Nnovos
gendtipos podem ser criados durante o ciclo sexual. Entretanto, patégenos com um sistema
reprodutivo misto podem exibir o maior risco evolutivo, uma vez que as combinacdes de
alelos mais ajustadas, geradas por recombinagdo, poderiam ser mantidas unidas por
reproducdo assexuada, elevando rapidamente em freqUéncia, em resposta a selecao
imposta por novos genes de resisténcia ou fungicidas. As populacées de R. solani AG-1 |1A de
soja no Brasil analisadas nesse estudo exibiram fluxo génico restrito e um modo reprodutivo
misto. Desse modo, o patégeno se enquadraria na categoria de médio risco para potencial
evolutivo de patégenos, sugerindo a necessidade de precaucdo quanto a aplicacdo de
fungicidas ou selecao para genes maiores ou principais de resisténcia (McDonald & Linde,
2002a; McDonald & Linde, 2002b).
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CONCLUSOES

- A maioria dos genotipos multilocos encontrados foram sitio-especificos, com poucos

gendtipos compartilhados entre populagdes.

- A baixa diversidade genotipica, os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), o
desequilibrio gamético e a significativa subdivisdo populacional exibidos por essas
populacées de R. solani AG-1 IA do Brasil sdo consistentes com predominancia de
reproducao assexuada, dispersao de propagulos vegetativos (micélio ou esclerdédios) a curta

distancias, possivelmente via sementes contaminadas.

- Os atuais niveis de subdivisdo poderiam ser explicados pela migracao histérica assimétrica
detectada entre as populagdes, indicando a populacdo do Tocantins como a provavel
fundadora.

- As evidéncias de fluxo génico restrito e modo reprodutivo misto nas populacdes analisadas

enquadrariam o fungo na categoria de médio risco para potencial evolutivo de patégenos,
sugerindo precaucao quanto a aplicacao de fungicidas ou selecao para genes de resisténcia.
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Anexo 1.

Genoétipos multilocos de microssatélites (MLMG)

populacoes de R. solani AG-1 IA no Brasil.

identificados em

Genotipos em cada l6cus de microssatélite®

Contagem em cada populagio®

MLMG Tota
TcO1 Tc02 Tc03 Tc05 Tc06 Tc07 Tcl10 Tci1 Tci12 Tc17 MT98 MT06 MAOO MA06 TOO06

1 1011 1414 4041 0808 2627 2222 1419 1212 | 2426 0606 1 1
2 1011 1414 4041 0808 2627 2222 1319 1212 | 2426 0606 1 1
3 1010 1414 4040 0808 2626 2222 1419 1213 | 2424 0606 1 1
4 1011 1414 4041 0808 2627 2222 1319 1313 | 2426 0606 1 1
5 1010 1414 4040 0810 2626 2122 1519 0000 2525 0606 1 1
6 1114 1114 4141 0810 2727 2222 1319 1213 | 2525 0606 1 1
7 1114 1114 4141 0810 2727 2222 1319 1313 | 2525 0606 1 1
8 1011 1414 4041 0808 2627 2222 1319 1212 | 2527 0606 1 1
9 1111 1414 4141 0808 2727 2222 1519 0000 | 2626 0606 1 1
10 1414 1111 4141 0808 2727 2222 1919 0000 | 2425 0606 1 1
11 1114 1214 4142 0808 0000 2228 1919 1616 2425 0610 3 3
12 1313 1212 4141 0808 0000 2828 1919 1616 1818 0610 1 1
13 1013 1214 4041 0808 2626 2228 1919 1616 1818 0610 1 1
14 | 1014 1414 0000 0808 2631 2222 0919 0000 2525 0610 1 1
15 1014 1114 4041 0808 2627 2222 2727 1113 | 2626 0606 1 1
16 1114 1111 3841 0810 2424 2222 1919 1112 | 2525 0606 1 1
17 11014 1113 3941 0812 2525 2228 1919 1414 2425 0610 5 5
18 1011 1314 3941 0812 2525 2228 1919 1414 | 2525 0610 29 29
19 1014 1113 1 3941 0812 2525 2228 1919 1414 | 2525 0610 1 1
20 1114 1114 4141 0810 2727 2222 1919 0000 | 2525 0606 1 3 4
21 1011 1314 3941 0812 2525 2228 1919 1414 | 2425 0610 1 1
22 1011 1314 0000 0000 1111 2828 1323 0000 | 2325 1014 2 2
23 1011 1314 3941 0812 2525 2228 1919 1213 | 2525 0606 1 1
24 1011 1314 3941 1313 2525 2228 1919 1414 2525 0610 2 2
25 1011 1314 3941 1212 2525 2228 1919 1414 2126 0610 2 2
26 1011 1314 3941 1212 2525 2228 1619 1414 2126 0610 2 2
27 1114 1214 4142 0808 2727 2228 1619 1616 2525 0610 2 2
28 1114 1214 4142 0707 2727 2227 1619 1616 | 1919 0610 2 2
29 1114 1214 4142 0606 2727 2227 1619 1616 | 1919 0610 1 1
30 1114 1214 4242 0707 2727 2227 1619 1616 1818 0610 1 1
31 1114 1114 4141 0909 2727 2222 1919 0000 | 2425 0606 5 5
32 0000 1214 4142 0707 0000 2727 1619 0000 1818 0610 1 1
33 1114 1214 4142 0606 0000 2227 1619 1616 1919 0610 1 1
34 1114 1114 4141 0909 2727 2222 1919 0000 1825 0606 1 1
35 1114 1114 4141 0709 2727 2222 1919 0000 | 2424 0606 2 2
36 1111 1414 4141 0606 2727 1422 1920 0000 ' 2626 1010 1 1
37 1111 1414 4141 0606 2727 1422 1920 0000 2626 0610 64 64
38 1111 1414 4141 0606 2525 1422 1920 0000 ' 2626 0610 3 3
39 1111 1414 4141 0606 2627 1422 1920 0000 | 2626 0610 3 3
40 1111 1414 0000 0606 2626 1422 1920 0000 ' 2626 0610 1 1
41 1011 1314 3941 0606 2525 2228 1919 0000 2326 0610 11 11
42 1011 1314 3941 0606 2525 2228 1919 1414 2326 0610 11 11
43 1011 1314 3941 0606 2525 2228 1919 1213 | 2326 0610 4 4
44 1011 1314 3941 0606 2525 2228 1919 0000 2327 0610 4 4
45 1011 1314 3941 0606 2525 2228 1919 1416 2326 0610 2 2
46 1214 1114 4142 0606 2728 2226 1919 1616 2426 0610 1 1
47 1114 1114 0000 0707 2424 2727 1319 0000 2626 0610 1 1
48 0000 0000 0000 0606 2626 2828 1111 0909 2626 0610 1 1
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Genotipos em cada I6cus de microssatélite®

Contagem em cada populagio®

MLMG Total
TcO01 Tc02 Tc03 Tc05 Tc06 Tc07  Tc10 Tci11 Tc12 Tc17 MT98 MT06 MAOO MAO06 TOO06
49 1214 1114 0000 0606 2728 2226 1919 1416 2626 0610 1 1
50 1114 1112 3842 0606 2424 2227 1919 1616 2326 0610 1 1
51 1011 1314 3941 0606 2525 2228 1919 0000 2327 1010 1 1
52 0000 1314 0000 0707 2525 0000 1921 0000 2323 0610 1 1
53 1113 1114 4041 0808 2627 2222 1919 0000 2626 0606 1 1
54 1111 1414 4141 0808 1314 2228 1919 1414 2626 0606 1 1
55 1414 1112 4142 0808 2727 2228 1919 1616 2526 1010 1 1
56 1111 1414 4141 0808 2727 2222 1919 1313 2326 0606 1 1
57 1314 1214 4243 0606 2929 2227 1919 1616 1926 0610 6 6
58 1114 1214 4243 0808 2727 2228 1919 1616 2526 1010 1 1
59 1111 1414 4041 0606 2626 1422 1919 1313 2626 0610 1 1
60 1314 1214 4243 0606 2929 2227 1919 1616 2626 0610 1 1
61 1114 1214 4142 0606 2727 2227 1919 1616 1926 0610 1 2 3
62 1114 1214 4142 0606 2727 2227 1919 1616 1927 0610 2 1 3
63 1114 1214 4142 0707 0000 2227 1919 0000 2626 0000 1 1
64 1010 1414 4040 0808 2626 2222 1919 0000 2526 0606 1 1
65 1013 1214 4041 0808 2626 2228 1919 1616 1926 0810 1 1
66 1114 1112 3842 0606 2424 2222 1919 1416 1926 0610 1 1
67 1111 1112 0000 0000 2424 2228 1919 1416 2626 1010 1 1
68 1113 1214 4141 0808 2727 2228 1919 1616 2526 0610 2 2
69 1114 1112 3842 0808 2424 2228 1919 1616 1926 0610 5 5
70 1111 1112 0000 0909 2424 2228 1919 1616 1826 0610 1 1
71 1114 1112 3842 0000 0000 2228 0919 1616 1919 0610 1 1
72 1113 1214 4141 0909 0000 2228 1919 1616 2525 0610 1 1
73 1113 1112 3841 0808 2424 2228 1619 1616 2424 0610 1 1
74 1113 1112 3841 0808 2424 2228 1919 1616 2525 0610 1 1
75 1113 1112 0000 0909 0000 2228 1619 1616 0000 0610 1 1
76 0000 1212 4141 0808 0000 2828 1919 1616 2525 1010 1 1
Total 54 55 10 91 22 232

? Alelos em cada loco sdo representados pelo nimero de repeticdes, possibilitando a diferenciacdo entre

homozigotos (com duas cépias de um mesmo alelo) e heterozigotos (com dois alelelos distintos).

b Populagbes amostradas nos Estados de Mato Grosso (MT98 e MT06), Maranhao (MAOO e MAO6) e Tocantins

(TOO8).
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CAPITULO 3 - DESENVOLVIMENTO DE NOVOS MARCADORES MOLECULARES E
CARACTERIZAGCAO DE SNPS EM Rhizoctonia solani AG-1 1A NO BRASIL

Resumo

Um método para detecgdo de polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs), em
multiplos locos por PCR, foi desenvolvido para identificar e diferenciar genétipos do fungo
Rhizoctonia solani AG-1 |A associado a soja e ao arroz no Brasil. Esta estratégia baseou-se
no sequienciamento de fragmentos de DNA clonados do fungo (empregados como sondas
para genotipagem via RFLP) e tipagem de isolados para deteccdo de polimorfismos. Dez
pares de iniciadores foram projetados com base nas sequiéncias desses clones. Destes, oito
resultaram em amplificacdo de produto de PCR entre 195 a 320 pares de bases, cujas
respectivas seqiéncias indicaram polimorfismo em todas as regides analisadas. Detectou-se
tanto a presenca de um unico alelo em cada isolado como a ocorréncia de multiplos alelos
para cada regidao analisada, indicando a condicdo heterocariética do fungo, que foi
eficientemente separada via clonagem de produto de PCR amplificado. O maior nimero de
polimorfismos SNPs foi detectado para o marcador R68L, com 18 mutacdes em 303 pares de
bases. Para os outros marcadores, observou-se entre 0,5 a 4,5 mutagdes por 100 pares de
bases. Desse modo, as sete sondas co-dominantes de RFLP foram convertidas com éxito
em seis marcadores co-dominantes de seqlenciamento, altamente informativos e
polimorficos. Esse conjunto de novos marcadores co-dominantes mostrou-se viavel como um
sistema de genotipagem de multiplos locos, possibilitando discriminacao alélica precisa, com
o potencial de complementar os métodos existentes para estudo da biologia populacional de
R. solani AG-1 |IA e viabilizar estudos de carater evolutivo. Acredita-se, ainda, que o conjunto
de marcadores nucleares permitiria discriminar genétipos do patégeno, com utilidade para
detectar a origem de isolados dispersados em material propagativo, como sementes

infectadas pelo patdgeno.

Palavras-chave: polimorfismos, queima foliar, marcadores moleculares, genotipagem.
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Introducao

Estudos sobre a biologia populacional do fungo basidiomiceto fitopatogénico
Rhizoctonia solani (AG) 1 IA tem sido desenvolvidos usando marcadores RFLP, RAPD,
microssatélites e seqliéncias da regiao ITS-5.8S rDNA e do gene beta-tubulina (Ciampi et al.,
2005; Ciampi et al., 2008; Fenille et al., 2003; Fenille et al., 2002; Gonzalez et al., 2001;
Gonzalez et al., 2006; Guleria et al., 2007; Linde et al., 2005; Rosewich et al., 1999; Sharma
et al., 2005). Esses estudos mostraram elevada diversidade genética e evidéncias de fluxo
génico e recombinacdo em populacées de R. solani AG-1 IA em arroz e soja. Entretanto,
ainda existe uma variedade limitada de marcadores moleculares informativos que permitam
investigar questdes ainda nao esclarecidas a respeito da biologia do patégeno, a respeito da
freqiéncia em que a recombinacado ocorre em isolados no campo do impacto causado na
estrutura populacional do fungo. O melhor critério para detectar recombinacdo € a
incongruéncia de genealogias de diferentes regides do DNA gendmico, considerada como
uma assinatura de recombinacao nas populacdes (Anderson & Kohn, 1998).

Polimorfismos de um unico nucleotideo (single nucleotide polymorphism = SNPSs) sao
posicdes variaveis no DNA genbmico, nas quais diferentes pares de bases (alelos
alternativos) existem em individuos de certas populacées (Brookes, 1999). Como mudltiplas
mutagdes em um Unico sitio sdo improvaveis, a maioria dos SNPs sao bialélicos, facilitando
genotipagem em larga escala e minimizando substituicdes recorrentes em um sitio Unico,
que poderiam confundir a histéria dos alelos na populacdo. SNPs nucleares sdo medidas na
mesma escala mutacional que DNA mitocondrial, permitindo a comparacdo entre esses
marcadores. Existe uma maior variedade de testes para detecgcdo de desvios da
neutralidade, flutuagdes em tamanho populacional e recombinacdo para dados de SNPs,
além de serem superiores aos microssatélites na elucidacdo do passado demografico de
uma populagdo (Brumfield et al., 2003). Com a reducdo dos custos associados ao
sequenciamento, analises de sequéncias de DNA para deteccao de SNPs tém se tornando o
marcador de escolha em genética de populacdes, filogenética e estudos de ecologia
molecular (Hayashi et al., 2004; Zhang & Hewitt, 2003).

Uma estratégia de busca por SNPs pode envolver desenho de oligonucleotideos a
partir de sequéncias conservadas de espécies proximas, as quais encontram-se disponiveis
em bases de dados virtuais. Uma alternativa seria o sequenciamento de locos nucleares
anénimos, via clonagem ou técnicas envolvendo PCR, como AFLPs e descoberta de
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microssatélites (Brumfield et al., 2003). Para a maioria dos organismos ndao-modelos, SNPs
devem ser encontrados por triagem laboratorial (via seqlenciamento, por exemplo) de
segmentos do genoma a partir de multiplos individuos (Morin et al., 2004).

A fim de esclarecer questoes sobre a estrutura genética predominante da populacao
de Rhizoctonia solani AG-1 |A, verifica-se a necessidade de desenvolver marcadores
genético-moleculares apropriados que permitam discriminagdo alélica precisa. Assim,
pretende-se utilizar uma estratégia para deteccédo de polimorfismos de um Unico nucleotideo
(SNPs), através de genotipagem de multiplos locos baseada em reacdes em cadeia de
polimerase (PCR) empregando-se pares de iniciadores especificos, para cada loco. Nossa
hiptese é que o método de genotipagem de multiplos locos é apropriado para estudos de
genética de populagdes de R. solani AG-1 IA, permitindo a diferenciagdo entre os estados
homocariotico e heterocariotico do fungo, por polimorfismo bialélico simples, em cada loco
analisado.

Objetivo

O objetivo desse estudo foi desenvolver um sistema de genotipagem através de
sequenciamento de multiplos locos, para deteccao de polimorfismos de um Unico nucleotideo
(SNP), visando identificar e diferenciar genétipos do fungo heterocarioético Rhizoctonia solani
AG-1 |A associado a soja e ao arroz no Brasil.

Material e Métodos

Isolados de Rhizoctonia solani AG-1 IA. Uma amostra de 18 isolados de R. solani AG-1 IA,
composta por quatro isolados de arroz e 14 isolados de soja, foram utilizados nesse estudo e
sao descritos na Tabela 1. O grupo de anastomose e a patogenicidade desses isolados foram
determinados previamente por (Fenille, 2001), (Meyer, 2002) e (Costa-Souza et al., 2007).
Esses isolados representam haplétipos ITS-5.8S rDNA distintos, caracterizados previamente
(Ciampi et al., 2005).
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Tabela 1. Isolados de Rhizoctonia solani AG-1 |A empregados nesse estudo.

Haplétipo n¢ de acesso

isolado hospedeiro Fonte origem IS no GenBank
3F1 arroz cv. Epagri 108 A.S. Prabhu Lagoa da Confusao, TO 5 DQ173049.1
3F6  arroz cv. Rio Formoso A.S. Prabhu Lagoa da Confusao, TO 5 DQ173050.1
4F1 arroz cv. Epagri 108 A.S. Prabhu Lagoa da Confusao, TO 5 DQ173051.1
9F1 arroz cv. Epagri 108 A.S. Prabhu Lagoa da Confusao, TO 5 DQ173052.1

SJ13 sojacv. Garca Branca R.C. Fenille Lucas do Rio Verde, MT 22 DQ173053.1
SJ15 sojacv. Garca Branca R.C. Fenille Lucas do Rio Verde, MT 20 DQ173055.1
SJ16  sojacv. Garca Branca R.C. Fenille Lucas do Rio Verde, MT 14 AY270010.1
SJ19 sojacv. Garca Branca R.C. Fenille Lucas do Rio Verde, MT 12 AY270013.1

SJ28  sojacv. Xingu R.C. Fenille  Lucas do Rio Verde, MT 23 AY270006.1
SJ31  sojacv. Xingu R.C. Fenille  Lucas do Rio Verde, MT 1 DQ173058.1
SJ34 sojacv. FT-108 R.C. Fenille  Lucas do Rio Verde, MT 19 AY270007.1
SJ36 sojacv. FT-108 R.C. Fenille  Lucas do Rio Verde, MT 13 DQ173060.1
SJ40 sojacv. FT-108 R.C. Fenille  Lucas do Rio Verde, MT 10 DQ173061.1
SJ44  sojacv. FT-108 R.C. Fenille  Lucas do Rio Verde, MT 2 DQ173062.1
SJ47  sojacv. FT-108 R.C. Fenille  Lucas do Rio Verde, MT 9 DQ173063.1
SJ53 sojacv. FT-108 R.C. Fenille  Lucas do Rio Verde, MT 17 DQ173065.1
SJ93  soja M.C. Meyer  Pedro Afonso, TO 18 DQ173068.1
SJ129 soja cv. Sambaiba M.C. Meyer  Balsas, MA 16 DQ173071.1

'Haplétipos ITS-5.8S caracterizados em Ciampi et al. (2005)

Desenvolvimento dos marcadores. Sete clones de DNA gendmico, contendo seqliéncias
utilizadas como sondas para genotipagem de R. solani AG-1 |A por RFLP (Rosewich et al.,
1999), foram empregados no desenvolvimento de sete marcadores nucleares, visando busca
de sitios polimérficos e informativos. Por sua caracteristica de marcador co-dominante, essas
sondas de RFLP foram consideradas adequadas para genotipagem de uma populacdo de
isolados de R. solani AG-1 IA do arroz nos Estados Unidos, uma vez que permitiram a
discriminacao alélica, especialmente nos heterocérios, além de apresentarem grau de
polimorfismo suficiente para discriminar individuos (Rosewich et al., 1999). Plasmideos
contendo as sequéncias das sete sondas candidatas a marcadores nucleares foram
seqlienciados usando iniciadores universal e reverso para um dos sitios de clonagem do
vetor, usando BigDye Terminator system (Applied Biosystems) e analisadas em sequenciador
capilar ABI 3700 (Applied Biosystems), de acordo com as instrucbes do fabricante. Os
cromatogramas obtidos foram compilados e analisados pelo programa SEQUENCHER v. 4.6
(Gene Codes Corporation).
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Com base no consenso das sequiéncias parciais dessas sete sondas, dez pares de
iniciadores com 20 a 22 pares bases (pb) foram projetados para cada loco especifico,
visando seqlienciamento de multiplos locos e busca de polimorfismos de base Unica (single
nucleotide polymorphisms - SNPs) em cada loco. Desse modo, essas sete sondas de RFLP
foram convertidas em marcadores de sequtiéncia de DNA. O programa PRIMER3 RELEASE
1.0 (Rozen & Skaletsky, 2000) foi usado para o desenvolvimento dos iniciadores, 0s quais
foram projetados para temperaturas de anelamento em torno de 60°C, gerando produtos de
PCR com tamanho entre 200 e 320 pb, descritos na Tabela 2. Os iniciadores foram
designados por “L” quando projetados para amplificar um fragmento correspondente ao inicio
da sequéncia (extremidade 5’) do respectivo clone e por “R” para amplificar um fragmento ao
final da seqUéncia (extremidade 3’) do respectivo clone.

Teste dos novos marcadores. Um estudo inicial da eficacia dos novos iniciadores na
amplificacdo de produtos de PCR, especificos para cada loco, foi realizada com uma sub-
amostra de trés isolados de R. solani AG-1 |A de soja (SJ13, SJ19 e SJ36) e um isolado de
arroz (3F6) (Tabela 1). Cada par de novos iniciadores também foi testado com a respectiva
sonda. Reagdes de PCR com as novas combinagdes de iniciadores foram realizadas
separadamente para cada locus em volume de 20 pL, 5 pL de DNA genémico (de 5 a 15 ng),
2 uL de tampéao 10x, 0,4 mM de dNTPs, 10 pmol de cada iniciador e 1 U de Taq polimerase.
As reagdes incluiram uma denaturacao inicial de 2 min a 96°C, seguido de 35 ciclos de
denaturagao por 1 min a 96°C, anelamento por 1 min a 60°C e elongagao por 1 min a 72°C,
com uma extensédo final de 5 min a 72°C. As amostras foram seqlienciadas usando BigDye
Terminator System (Applied Biosystems) e analisadas em sequenciador capilar ABI 3700
(Applied Biosystems), de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

Os marcadores com eficacia comprovada na amplificacdo desta sub-amostra foram
selecionados para tipagem da amostra total de 18 isolados do fungo listada na Tabela 1 (ja
caracterizados quanto a variacao alélica na regiao ITS-5.8S do rDNA), de acordo com as
condi¢coes descritas acima. Desse modo, foi estabelecido um conjunto de marcadores
nucleares para genotipagem por seqienciamento de multiplos locos para R. solani AG-1 |A.
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Tabela 2. Caracteristicas dos dez marcadores moleculares polimoérficos de
sequenciamento, desenvolvidos para Rhizoctonia solani AG-1 IA.

tamanho do
fragmento par de

marcador i L seqUéncia dos iniciadores (5' - 3') Tm GC%
amplificado iniciadores
(pb)

R44L 303 R44LL AGACGTACTCTGTCCAGACCAA 58,87 50,0
R44LR GAATAGGTTTCTGCCCTCTTCG 61,41 50,0

R61L 281 R61LL GGACCTTGGCTTAGGAAAGAAG 60,58 50,0
R61LR AGTGACGCTTGCTCAGACTAGG 61,13 54,6

R61R 300 R61RL ATCGCAAGAAACCAGACTGC 60,41 50,0
R61RR CGAATATCGCCCATCGTACT 59,94 50,0

R68L 303 R68LL AGACTGTTGACTGGTGTGATCG 60,22 50,0
R68LR CAGCGCTGCGTACTACAGCTA 61,78 57,1

R78L 195 R78LL ATATGGCACCTGACCTCGAC 59,96 55,0
R78LR CGAGTTTGCCCATACTTGGT 59,99 50,0

R111R 241 R111RL GTGAGCGCCAGACAAGAGATA 60,55 524
R111RR ATTCCCAAGTCAGCAGCAGT 59,87 50,0

R116L 314 R116LL CACAGATCCAGAGGTTGTGC 59,26 55,0
R116LR TGCTTCCAGCGTACATTCTG 60,01 50,0

R116R 223 R116RL CGTTAGTATCGAGGTAGCCACA 59,31 50,0
R116RR GACCGTAGACAGGAGAAGATCG 60,27 54,6

R148L 320 R148LL CCGTCCGTTATCCGACTTACTA 60,26 50,0
R148LR CCGTCCGTTATCCGACTTACTA 60,38 50,0

R148R 201 R148RL AGCAGCATGCCGAGTTGATA 61,88 50,0

R148RR GTCGGTATGTCACAGACGAATG 60,44 50,0
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Separacao de alelos nos heterocarios. Visando a resolugdo dos alelos que compdem os
heterocarios, produtos amplificados dos isolados heterocariéticos, exibindo picos duplos nas
sequéncias em ambos os sentidos (F e R) foram ligados em vetor plasmidial e clonados em
E. coli dH5a, usando kit de clonagem TOPO TA® (Invitrogen), conforme instrugdes do
fabricante. Oito clones foram recuperados de cada isolado, para cada um dos marcadores
desenvolvidos, usando palitos de dente estéreis na transferéncia para meio de cultivo liquido
Circle Grow® (QBiogene, Bio 101 Systems) com glicerol 40%, visando armazenamento a
longo prazo a -70°C. Para a extragcdo do DNA plasmidial, os clones foram incubados em meio
de cultivo liquido Circle Grow®, adicionado de ampicilina a 100 pug/mL, a uma agitacao
constante de 200 rpm, por 22 horas, a 37°C. O DNA plasmidial dos clones foi extraido
segundo protocolo padrdao (Sambrook et al., 1989), seguido de amplificacdo por PCR e
sequenciamento (com as condi¢gdes descritas acima) usando um par de iniciadores M13
universal (5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3') e reverso (5-TTCACACAGGAAACAG-3').

Analise de dados. Os cromatogramas gerados foram compilados e analisados pelo
programa SEQUENCHER v. 4.6 (Gene Codes Corporation), gerando seqiiéncias consenso
em formato fasta. O alinhamento dos consensos das sequéncias dos isolados para cada loco
foi realizado pelo programa CLUSTALX (Thompson et al., 1997). Buscou-se por seqiéncias
homdlogas no banco de dados internacional NCBI GenBank (Benson et al., 2007), a partir
das seqléncias obtidas, usando as ferramentas de comparacdo BLASTn e BLASTx (Altschul
et al.,, 1997). A identificagdo de SNPs foi executada com o programa CLOURE (Kohli &
Bachhawat, 2003), que salienta apenas os nucleotideos distintos em relacdo a primeira
seqléncia do alinhamento. A identificacdo dos haplétipos (e dos isolados que os
compartilharam), bem como do nimero e da posicao dos sitios polimérficos foi realizada com
o programa SNAP WORKBENCH (Price & Carbone, 2005), através do comando: Collapse
sequences with phenotypes into haplotypes, removing indels and infinite sites violations.
Medidas de diversidade de haplétipos (Hd) foram calculadas pelas equacgbes 8.4 e
8.12 de Nei (1987), com os respectivos desvios-padrao das amostras medidos como a raiz
quadrada das variancias, segundo a equacédo 10.7 de Nei (1987). Medidas de diversidade de
nucleotideos ou do numero médio de substituicbes por posicdo entre duas sequéncias

homélogas (r) foram calculadas de acordo com a equacao 10.5 de Nei (1987). Os valores de
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n foram estimados como uma média entre todas as comparagdes realizadas, para cada
marcador. Calculou-se também os nimeros médios de diferencas de nucleotideos entre as
seqliéncias analisadas, de acordo com a equacao A3 (Tajima, 1993). O espectro de
polimorfismo ao longo de cada loco foi mensurado e representado por uma janela deslizante
de 5 pares de bases (pb), com passos de 2 pb. O método da janela deslizante permite
calcular parametros (por exemplo, diversidade de nucleotideos) ao longo de uma regiao de
DNA, através de uma janela (trecho da seqiiéncia de DNA) que se move por passos ao longo
da regido analisada. O parametro € calculado em cada janela e o valor é atribuido ao
nucleotideo no ponto médio de cada janela. Todas essas medidas foram calculadas

utilizando o programa DNASP versao 4.5 (Rozas et al., 2003).

Resultados

Sequienciamento de DNA das sondas candidatas a marcadores. Os consensos das
seqléncias parciais das sete sondas de R. solani AG-1 IA de Rosewich et al. (1999)
apresentaram tamanho entre 543 e 1023 pb e sao representadas no Anexo 1. Comparagdes
entre as sequiéncias de nucleotideos dessas sondas com nucleotideos de outras seqliiéncias
do NCBI GenBank nao resultou na detecgdo de sequéncias similares, quando usada a
ferramenta BLASTn (Altschul et al., 1997). J& comparacées usando a ferramenta BLASTX
(Altschul et al., 1997), entre as sequiéncias de nucleotideos das sondas, traduzidas em
seqliéncias de aminoacidos, com sequéncias de aminoacidos do GenBank, resultaram na
identidade parcial com seqiiéncias codificadoras de proteinas de alguns basidiomicetos. A
maioria das sondas (R61, R78, R111, R116 e R148) foi similar a trechos de proteinas
hipotéticas de Laccaria bicolor e Coprinopsis cinerea. Detectou-se identidade de bases com
diversas sequUéncias de proteinas de Cryptococcus neoformans, por exemplo, com parte de
uma endopeptidase tipo cisteina (sonda R61), com parte de uma proteina relacionada a
biossintese de beta-1,3 glucana (sonda R78) e com parte de uma nuclease (sonda R111). A
sonda R44 exibiu identidade de bases com parte de uma proteina contendo repeticdes de
tetratricopeptideos de Laccaria bicolor e a sonda R116 com trechos de proteinas hipotéticas
de ascomicetos como Pichia guilliermondii e Phaeosphaeria nodorum (Anexo 1). Ja a sonda

R68 nao foi similar a nenhuma sequéncia do banco de dados, quando comparagdes foram
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efetuadas usando ambas as ferramentas de busca (BLASTn e BLASTx, comparagdes
realizadas em 18/02/2008).

Determinacao do nivel de polimorfismo ao longo das seqliéncias dos novos
marcadores. Das dez novas combinagbes de iniciadores testadas preliminarmente em
quatro isolados de R. solani AG-1 IA (3F6 do arroz, SJ13, SJ19 e SJ36 da soja), oito
resultaram em amplificacdo positiva de produto de PCR, inclusive do respectivo clone. As
duas demais combinagdes (R111R e R116R) nao resultaram em amplificacdo por PCR nem
da respectiva sondas. Os pares de iniciadores especificos para os locos R44L, R61L, R61R e
R68L foram eficazes na amplificacdo de todos os isolados da sub-amostra testada. Nao se
obteve amplificacao positiva do isolado 3F6 para o marcador R148L, do isolado SJ13 para os
marcadores R116L e R148R e do isolado SJ19 para o marcador R78L; ja o isolado SJ36 foi
amplificado com todas as combinagdes de iniciadores testadas.

Foi possivel identificar SNPs em sequiéncias de isolados para todos os marcadores,
com niveis de polimorfismo variando de 1 a 18 bases polimérficas. O maior numero de
polimorfismos SNPs foi encontrado com o marcador R68L, com 18 mutacdées em 303 pares
de bases. Para os outros marcadores, observou-se entre 0,5 a 4,5 mutacdes por 100 pares
de bases (Tabela 3). J& o maior nivel de diversidade de nucleotideos nas posices
polimérficas (m) foi observado para o loco R116L (w=0,25905) (Figura 3). Detectou-se uma
delecdo nas sequéncias dos marcadores R61L, R61R, R78L, R116L e R148R e trés em
R148L. Para a maioria dos marcadores desenvolvidos (exceto para R116L e R148R) foi
possivel identificar isolados exibindo polimorfismo bialélico, detectado através de
ambiglidades de bases, representadas pelas letras Y (Cou T), R(Aou G), S (Cou G), K (G
ouT)e M (Aou C), indicando a condi¢cao de heterocario dos mesmos (Figuras 1 e 2).

Com base na variagdo encontrada nos isolados dessa sub-amostra preliminar, seis
marcadores foram selecionados para sequienciamento da amostra total de isolados de R.
solani AG-1 1A, listados na Tabelal. Uma descricdo geral da variacao desses marcadores €
apresentada na Tabela 3 e informacbes adicionais, como a frequéncia e a identificacdo dos
isolados compartilhando cada hapl6tipo encontrado, além das posi¢cdes polimérficas nas

seqliéncias sao apresentadas no Anexo 3.
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A andlise de sequéncias de bases do DNA do marcador R44L indicou a presenca de
10 polimorfismos SNPs ao longo de 303 pares de bases (3,3 %), em 16 isolados (Tabela 3).
Nao foi possivel obter amplificacao positiva dos isolados 3F1 e SJ44 para esse marcador. As
posicdes variaveis foram 31, 37, 64, 74, 95, 100, 119, 161, 269 e 292. Nenhuma delecao foi
detectada. Apenas os isolados SJ13 e SJ129 apresentaram-se como homocarios, todos os
outros isolados exibiram polimorfismo bialélico, detectado através da heterogeneidade de
bases, representada pela letra’Y (C ou T) e R (A ou G), indicando a condi¢do de heterocario
dos isolados. A representacdo grafica destes polimorfismos numa regido do marcador R44L
pode ser observada na Figura 2.

Para o marcador R61R também foram identificados 10 polimorfismos SNPs (nas
posicbes 85, 133, 136, 169, 232, 244, 292, 294, 295, 296) em um total de 300 pares de
bases (3,3%), além de uma dele¢do na posicao 128, para o isolado SJ13. Nao foi possivel
obter amplificacdes positivas para os isolados 4F1 e SJ44 com esse marcador. Os isolados
9F1, SJ13, SJ15, SJ36 e SJ129 exibiram polimorfismo bialélico, na ambiglidade de bases Y
e R, indicando a condicao de heterocario para esses isolados.

O maior numero de polimorfismos SNPs foi detectado para o marcador R68L, com 18
mutacdées em 303 pares de bases analisadas (5,9%) de 16 isolados positivamente
amplificados. Foram polimoérficas as posicoes 35, 53, 74, 96, 126, 132, 135, 160, 179, 186,
193, 206, 209, 216, 242, 264, 272, 276. Os isolados SJ15 e SJ93 ndo amplificaram com esse
marcador. Nesta regido em particular, apenas os isolados de arroz foram detectados na
condicao de heterocario (3F1, 3F6, 4F1 e 9F1), apresentando polimorfismo bialélico
caracterizado por heterogeneidade de bases em até 12 pontos distintos na sequiéncia. Na
Figura 3, polimorfismos séo representados graficamente numa regidao do marcador R68L.

Para o marcador R116L, detectou-se a ocorréncia de 14 SNPs e duas inser¢cdes em
313 pares de bases totais (4,5%). Quinze isolados foram amplificados, ndo sendo possivel
amplificar os isolados 9F1, SJ13 e SJ15 com esse marcador. Foram identificadas SNPs nas
posicdes 36, 41, 46, 51, 62, 63, 68, 70, 106, 121, 125, 144, 157, 198. Os isolados 3F1, SJ93,
SJ129 apresentaram polimorfismo bialélico Y, R, além de W (A ou T) e M (A ou C), sendo

caracterizados como heterocarios.
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Tabela 3. Analise descritiva da variacao molecular de seis marcadores nucleares em seqiiéncias de isolados de
Rhizoctonia solani AG-1 IA.

[o]

locos . " g€ rj‘—’ﬂde' a tamanho da - n® de n° desitios el mut:g;c")es/ Hd® m° K
isolados  sequiéncias® regiao (pb) haplétipos  polimorficos 100 pb

R44L 16 30 303 17 10 0 33 0,938 £ 0,025 0,01078 3,267
R61R 16 21 300 10 10 1 33 0,900 £ 0,039 0,00952 2,848
R68L 16 21 303 11 18 0 3,9 0,857 £ 0,057 0,02537 7,686
R116L 15 18 313 12 13 2 4,5 0,922 £ 0,047 0,01334 4,176
R148L 4 7 320 5 8 2 25  0,857+0,137 0,00836 2,667
R148R 11 11 200 2 1 2 0,5 0,545 +£ 0,072 0,00274 0,545

® Numero de seqliéncias analisadas, incluindo uma seqléncia para os isolados homocaridticos e duas seqléncias para isolados heterocariéticos (com
os alelos devidamente separados)

® Diversidade de haplétipos (Hd) + desvio padrdo da amostra, calculado de acordo com as equacdes 8.4 e 8.12 de Nei (1987). Desvios-padrido medido

como a raiz quadrada da variancia, calculada segundo a equagao 10.7 de Nei (1987).

° Diversidade de nucleotideos (7) ou nimero médio de substituicdes por base entre duas seqliéncias, calculado como as equagdes 10.5 de Nei (1987).

Os valores de T foram estimados como um valor médio entre todas as comparacgodes realizadas, para cada marcador.

4 Numero médio de diferencas de nucleotideos entre as seqiiéncias analisadas, calculado segundo a equagdo A3 de Tajima (1983)
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Para o marcador R148L, oito polimorfismos SNPs e duas dele¢cdes ao longo da
sequéncia de 321 pares de bases (2,5%), em apenas quatro isolados amplificados. Exibiram
polimorfismos as posi¢des 123, 126, 170, 200, 221, 223, 253 e 266. Os isolados SJ13, SJ93
e SJ129 apresentaram as ambigilidades Y, R, K (G ou T) e S (C ou G) ao longo da seqliéncia
e sao possivelmente heterocarios, ja o isolado SJ36 é um possivel homocario.

Para o outro marcador desenvolvido como complementar a respectiva sonda (R148R),
detectou-se uma delecdo e uma insercao em 200 pares de bases totais (0,5%). Apesar
desse marcador ter sido eficiente na amplificacdo da maioria dos isolados (11 do total de 18
isolados), apenas um SNP foi identificada na posicao 68. Nao foram detectados provaveis
heterocérios. Houve falha na amplificagéo dos isolados SJ13, SJ34, SJ40, SJ44, SJ47, SJ93
e SJ129 para esse marcador.

Resolucao de alelos nos heterocarios. A clonagem dos produtos de PCR e
sequenciamento dos produtos clonados se mostrou eficiente na separagdo das bases
ambiguas que compdéem os heterocarios. Foram recuperados oito clones de cada isolado,
para cada marcador, estratégia que se mostrou suficiente para abranger a variedade de
alelos existentes na amostra testada de isolados do fungo.

Representacoes graficas de polimorfismos em trechos de seqiéncia dos marcadores
R44L e R68L sao exibidas nas Figuras 1 e 2. Polimorfismos bialélicos podem ser observados
na regiao destacada do marcador R44L (Figura 1) para o isolado heterocariético SJ53 de R.
solani AG-1 |A da soja em duas posicoes distintas, identificadas por Y (Cou T) e R (Aou G).
E possivel verificar que as bases que compdem o heterocério foram eficientemente
separadas na populacdo de clones obtida, com os clones R44 SJ53.1 e R44 SJ53.8
exibindo a base T e os clones R44_SJ53.4 e R44_SJ53.5 exibindo a base C. Na Figura 2 sao
apresentados polimorfismos em sequéncias de parte da regiao amplificada com o marcador
R68 para o isolado heterocaridtico 9F1 de R. solani AG-1 |A do arroz. Aqui,
heterogeneidades de bases foram detectadas em duas posicoes distintas, onde também se
obteve sucesso na separacdo das respectivas bases do heterocario (Y) nos clones
9F1.5_R68R (T/T) e 9F1.8_R68R (G/G).
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R44_5153_1_CLONESMAZFROBES_Fragment base #-68. Base §9 of 306 «
C T C G A T G T G Cc c A C C C T GJEC T 7
C T €C G ATGT|T GGC A CcC C 1| G|C T T
- m4_m53_3_CL0NESWMMWH uf 306 =
C T C G & T G T G C C a C C C T C T T
c T € 6 AT G|T|T GCCACTCTCT E cC T T

- 4_5153_4_ CLONESMIZIFPROBES_ Fragment base #-68. Bazse §9 nfEDE'

R44_5153
C T C G A T G T G C C & C C C T C_ T
C T C G AT G T G C CRARCCC T H C T T

/)

=
C

“RA4_5153_5_CLONESMIZPROBES_ Fragment base # 68, Base §9 uf:ﬂ]ﬁ-
C T C G A T G/HM|T G C C A C C C T C T T
c 1T C GATIGIC|T G COCMACTCTLCT H c 1T T

AAAAA YAAA

51_533_ R44R_maisa_pperator Fragment base #64_Base 64 of 235 «
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Figura 1. Polimorfismos em regido amplificada do marcador R44L de Rhizoctonia solani AG-
1 IA. As duas ultimas seqiéncias do alinhamento (SJ53 R44L e SJ53 R44R)
indicam a condicao de heterocario para o isolado SJ53 em duas posi¢des distintas
(ou SNPs), identificadas pela ambigtiidade de bases Y (C ou T) e R (A ou G). Os
clones R44 SJ53.1, R44 SJ53.8, R44 SJ53.4 e R44 SJ53.5 exibem,
separadamente, os alelos distintos que compdem o heterocario.
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Figura 2. Polimorfismo em regido amplificada do marcador R68L de Rhizoctonia solani AG-1
IA. A seqiéncia no topo (9F1_R68R) indica a condicdo de heterocario para o
isolado 9F1 em duas posicoes distintas (ou SNPs), identificadas pela ambigtidade
de bases K (G ou T). Os clones 9F1.5 R68R e 9F1.8 R68R exibem,
separadamente, os alelos que compdem o heterocario.
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Diversas analises foram realizadas visando explorar melhor a variagdo molecular dos
seis novos marcadores de seqlenciamento na amostra de isolados de R. solani AG-1 IA.
Medidas de diversidade de haplétipos (Hd) se mostraram bem variaveis entre os marcadores
analisados, variando de 0,545 (para o loco R148R) a 0,938 (para o loco R44L). Niveis de
diversidade de nucleotideos nas posi¢des polimorficas ou do nimero médio de substituicoes
por posicdo entre duas seqiéncias homologas (m) variaram de 0,00274 para R148R a
0,01334 para R116L. O numero médio de diferencas de nucleotideos (k) entre as seqliéncias
analisadas também foi marcadamente distinto entre os marcadores, apresentando o menor
valor de 0,545 para R148R e o maior valor de 7,686 para R68L, que foi o loco mais

polimérfico entre os novos marcadores nucleares desenvolvidos.

O espectro de polimorfismo ao longo de cada loco foi mensurado e representado por
uma janela deslizante de 5 pares de bases (pb), com passos de 2 pb, com os resultados
apresentados na forma de graficos na Figura 3, onde podem ser observados 0os numeros
médios de substituices em posi¢cdes particulares (rt) entre os haplétipos no eixo vertical e os
valores atribuidos ao nucleotideo no ponto médio de cada janela, ao longo da seqiéncia
analisada. Todos os valores sdo exibidos na mesma escala, permitindo a visualizacado da
posicdo dos polimorfismos, bem como do nivel de diversidade de nucleotideos entre os
haplétipos nas referidas posicbes, permitindo comparacdes entre os diversos locos
analisados. E possivel observar ndo sé a variedade de posicdes variaveis exibidas pelo loco
R68L (18 no total), mas também o elevado valor de nt detectado para o loco R116L (0,25905
no trecho entre 292-296 pb).
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Figura 3. Espectro de polimorfismo dos locos R44L, R61R, R68L, R116L, R148L e R148R,
exibido como uma janela deslizante de 5 pares de bases (pb), com passos de 2
pb. No eixo vertical sdo apresentados os numeros médios de substituicoes em

posicdes particulares (m) entre os isolados de Rhizoctonia solani AG-1 IA e a
abscissa representa 0 tamanho da regiao analisada.
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Discussao

As sete sondas co-dominantes de RFLP foram convertidas com éxito em seis
marcadores co-dominantes de seqlienciamento, altamente informativos e polimorficos. Esses
marcadores foram baseados em reacdes de PCR, usando iniciadores especificos em
combinacdes especificadas na Tabela 2. Marcadores baseados em PCR sao preferiveis a
RFLPs por serem muito eficientes na discriminacdo de alelos, requerendo apenas uma

pequena quantidade de DNA para genotipagem.

Embora comparagdes por BLASTx entre as sequiéncias de DNA dessas sete sondas
com sequéncias do NCBI GenBank tenham resultado na deteccao de identidade parcial de
bases com sequéncias codificadoras de proteinas de outros basidiomicetos, as baixas
porcentagens de identidade e os pequenos trechos das sequiéncias exibindo similaridade
sugerem que as seqglUéncias descritas nesse estudo constituem seqliéncias nao
caracterizadas previamente, possivelmente associadas a regides nao-codificadoras do
genoma de R. solani AG-1 IA. As chances de encontrar SNPs sao geralmente maiores em
regides nao-codificantes e intergénicas do genoma, por estarem sob selecdo menos severa
que regides codificantes (van Tienderen et al., 2002). Atualmente, existem apenas seis
genomas completos de basidiomicetos disponibilizados pelo GenBank, de Coprinopsis
cinérea (n° de acesso NW_001885114, nao publicado), Schizosaccharomyces pombe (Wood
et al., 2002) Phanerochaete chrysosporium (Martinez et al., 2004), Cryptococcus neoformans
(Loftus et al., 2005), Ustilago maydis (Kamper et al., 2006) e Laccaria bicolor (Martin et al.,
2008). A escassa informacao gendmica sobre basidiomicetos em geral justificaria a pouca
similaridade encontrada das sequiéncias das sondas com genes caracterizados até o

momento.

Examinou-se a freqiiéncia de SNPs nas regides amplificadas com os marcadores
desenvolvidos, a fim de avaliar o nivel de polimorfismo desses novos locos. As seqliéncias
de DNA dos isolados de R. solani AG-1 IA analisados indicaram polimorfismo em todas as
regidbes examinadas, com niveis variaveis ao longo da sequéncia de um loco para outro
(Tabela 3). Detectou-se tanto a presenga de um Unico alelo em cada isolado como a
ocorréncia de mais de um alelo para cada regido amplificada, indicando a condicao
heterocariética de parte desses isolados de R. solani AG-1 IA (Figuras 1 e 2). As
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ambiglidades de bases, tipicas dos heterocarios, foram eficientemente separadas usando a
estratégia de clonagem e sequienciamento de fragmento amplificado por PCR, como pode
ser verificado nas Figuras 1 e 2.

Apesar do sucesso na amplificacdo da amostra inicial dos quatro isolados
selecionados, ndo foram obtidas amplificacbes positivas para os marcadores R61L, R78L,
R111R e R116R, com os pares de iniciadores desenvolvidos, quando a amostra de isolados
do fungo foi ampliada para 18 individuos. Para esses marcadores, novas combinacdes de
iniciadores devem ser projetadas, a fim de obter sucesso na amplificacdo por PCR e
seqlienciamento dos individuos incluidos.

Esse conjunto de novos marcadores de seqlenciamento revelou maior poder de
discriminacao de alelos quando comparados aos marcadores do tipo microssatélites
desenvolvidos para R. solani AG-1 |A (Zala et al., 2007). A genotipagem por microssatélites
indicou a ocorréncia de 4 a 10 alelos por loco, em 232 isolados do patdgeno infectando soja
(Ciampi et al., 2008), enquanto que até 18 alelos foram identificados com a genotipagem por
sequenciamento de multiplos locos, na amostra de isolados consideravelmente menor
empregada nesse estudo, de apenas 16 isolados. Esses seis novos locos proporcionaram
marcadores genéticos co-dominantes e polimérficos, que podem ser empregados em
populacdes adicionais de maior tamanho para aprimorar o conhecimento a respeito da
estrutura populacional desse importante fitopatégeno.

Locos altamente variaveis tém sido amplamente usados para estudos de genética de
populagbes. Freqlentemente, locos sdo selecionados com base na maior quantidade de
variagdo, em parte porque uma elevada variacdo pode oferecer um maior nivel de
informacdo aos parametros populacionais (Epperson, 2005). SNPs podem se tornar
rapidamente o marcador de escolha para estudos em ecologia de populacdes, evolugéao e
genética da conservacao, devido ao potencial para elevada eficiéncia de genotipagem,
qualidade dos dados, ampla cobertura do genoma e simplicidade analitica (por ex,
modelando dinamicas mutacionais) (Morin et al., 2004), além de evoluirem de uma maneira
bem descrita por modelos mutacionais simples, como 0 modelo de sitios infinitos (Kimura &
Crow, 1964).

O desenvolvimento de marcadores nucleares para R. solani AG-1 |A poderia contribuir
para resolver algumas das questdes ainda ndo bem esclarecidas com relagcdo a genética

desse grupo, permitindo a elucidacao de processos como autocruzamento e alocruzamento,
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estruturagcdo geografica e variagdo genética de populacoes. Com a conseqlente
discriminacao alélica permitida pelos marcadores de seqlenciamento desenvolvidos, seria
possivel determinar niveis de heterose, clonalidade e similaridade genética entre populagcbes
do fungo. Seria possivel, também, analisar a distribuicdo dos gendtipos dentro e entre as
populacdes, além da escala espacial em que a populacao se estruturou, como conseqiéncia
de fatores evolutivos como recombinagédo e migracao. Acredita-se, ainda, que o conjunto de
marcadores nucleares permitiria discriminar genotipos do patdégeno, com utilidade para
detectar a origem de isolados dispersados em material propagativo, como sementes
infectadas pelo patdgeno.

Ainda que timida, a informacao obtida com o seqienciamento dos clones destas sete
sondas e dos isolados de R. solani AG-1 |IA, com os novos marcadores desenvolvidos, é
inédita e pode ser considerada importante para estudos sobre variacdo genética em
populacbes do fungo. Essas seqiéncias serdo depositadas no GenBank quando esse
capitulo for publicado como artigo cientifico. Até o momento, nenhuma iniciativa na area
gendmica foi desenvolvida para quaisquer dos grupos de anastomose de R. solani. Da
mesma forma que para outros basidiomicetos, este fato resulta em quase completa auséncia
de informagado genética que norteie o desenvolvimento de marcadores com potencial para
estudos genético-populacionais e evolutivos. A Unica excegdo a auséncia de marcadores
para R. solani sdo as sequéncias relativas a genes do rDNA, utilizados em andlises
filogenéticas (Fenille et al., 2003; Gonzalez et al., 2001) e evolutivas (Ciampi et al., 2005) e,
mais recentemente, as sequéncias de beta-tubulina (Gonzalez et al., 2006) e de dois novos
locos (pP42F e pP89) utilizados para estudo da filogeografia de R. solani AG-3 associado a

solanaceas (Ceresini et al., 2007).

Estes marcadores desenvolvidos podem ser informativos na investigacdo da
filogeografia do patégeno. Estudos filogeograficos combinam informacao sobre genética e
biologia de populagdes, filogenética, evolugdo molecular e biogeografia histérica para
caracterizar a distribuicao geogréafica de linhagens genealdgicas dos patégenos no espacgo
geogréfico (referidos como padrées filogeograficos), inferindo os processos biogeograficos,
demograficos e evolucionarios que moldaram estes padroes atuais. Para se construir uma
histéria filogeografica robusta, usando-se dados genealdgicos, sdo necessarias seqiéncias
de DNA gendmico de multiplos e independentes locos (Avise, 2000), considerando que cada

sequéncia de DNA tem sua prépria genealogia e que a historia evolutiva de um organismo é

53



o resultado da soma de multiplas genealogias, compondo um mosaico de padroes
genealdgicos em resposta ao ambiente (Emerson & Hewitt, 2005; Hare, 2001).

Conclusoes

- O método desenvolvido para deteccédo de polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs),
em multiplos locos por PCR se mostrou eficiente para identificar e diferenciar genétipos do
fungo Rhizoctonia solani AG-1 IA associado a soja e ao arroz no Brasil, por possibilitar

discriminagao alélica precisa.

- As sequéncias analisadas indicaram polimorfismo em todas as regides amplificadas para os

novos loci.

- Detectou-se tanto a presenca de um unico alelo em cada isolado como a ocorréncia de
multiplos alelos para cada regido analisada, indicando a condi¢ao heterocariética do fungo.

- O maior numero de polimorfismos SNPs foi detectado para o marcador R68L, com 18
mutacdes em 303 pares de bases.

- As sete sondas co-dominantes de RFLP foram convertidas com éxito em seis marcadores

co-dominantes de sequienciamento, altamente informativos e polimérficos.

- O conjunto de marcadores nucleares pode permitir a discriminacdo de genétipos de R.
solani AG-1 |A o, com utilidade para detectar a origem de isolados dispersados em material
propagativo, como sementes infectadas pelo patégeno, podendo também ser informativos na
investigacao da filogeografia do organismo.
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Anexo 1. Consenso das seqliéncias parciais das sete sondas de Rhizoctonia solani AG-1 |IA
do arroz, utilizados como sondas para genotipagem por RFLP e o resultado da comparacao
por BLASTX dessas sequiéncias com as disponiveis no banco de dados NCBI GenBank.

R44: 543 pb
CTGGTACCCGGGCCCCCCCTCNAGGTCGACGGTATCCGATAATGNTTGCTAAAGCCCCTTGAGGATCCGTTATAAATTATC
CAAGGAACGCTCGGACTTGGATGAATGTGTAGACGTACTCTGTCCAGACCAAGCCAAGCCTCAATTCGGACACTCAAAA
GTTTTTCTCGATGCTGCCACCCTACTTGTGAGGATTTGCCATGATTATAACTTGCATGAAATAGTGTTGGAGGGATACAAGC
GAGTCTTCGTAGCTCTACGAAAAATGATTCGGCTAGGGCTCTCATCGACTGAACGACAAGATGCTATTGTATACTCTGTTG
GATACGCCTGCGATGCTGCTGCTTCTGCTCTGGAACAAGGTCAAGTTAACGTTGCTGTAGAGCTACTCGAAGAGGGCAG
AAACCTATTCTTTTCTCAGTTGCTTCCTATCCAAATGGATACTACCTCGATTAAACTTCAAGATCCAGATTTAGCCTCATATCT
TGATGAGACGATAGATAAGATTAAACAGTATTATCGAGCCACTGATGCTGCCAGCTA

BLASTX em 18.02.2008 - identidade com parte de proteina contendo repeticoes de tetratricopeptideos de Laccaria
bicolor

R61: 973 pb
GTGGCGGCCGCTCTAGAATCAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTCAAAGGCATAAGTAAGTATTC
AGCCCTTTTTGTGTCAGGACCTTGGCTTAGGAAAGAAGATCCCGTATCCAAGCCCACTGCAGATATCTTGGTACCTGATAT
TCAAGGCGTGATAATGCGAGAACAAAGTATGCACCTATTTTCACTCACGGTATAGAGTAATTACTGATCAAAGTCTATTTAGT
CTGGCTGAGCCGAATTGGTGAGGTCCAGCCGGAAGAGCAAAAAGCGTTGGAAGATCTCGAGAAGCTACCACAAACGCTT
AAGAGCAAGGTGAATGGATTTTGTCGAACTTTCTGGTCACTAACTAATTCCCCCCGCCCCCTAGTCTGAGCAAGCGTCAC
TCCTTGGTCGAATCGCATTGCATGAAGTGTACAGCCAGTTTAGATCTGATCTGTTCCTGAGTTCTTTGACTGAGTCTGGTA
AGTCATAGATTATCAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCAAGGTAAGTAATTTTAAT
AGTATTCTTCGGACCCCTCTCATCGCAAGAAACCAGACTGCATTAGCAGTGCCAAACGTCCATAGTGCAGATACACTCTCT
TTGCTGCGGGGTCGTTTGGATAAGGCCTTTAAGAGAAATGGAATTGGCGGTGATAAGACGAGTGCTCGCCCTAAACTTGA
CAAGAGTCTTCTCGATTGTTTCTCGTCGATCTCTCCCAAATGTAGGGACGAAGAGCTGGAGGATCTAGCATATTTTATTCTT
GATCTTTACCAATTGCATGGAATATCTATTGCGTTGTCCGACGTAGATATTGATACTGTGAGTACGATGGGCGATATTCGGC
CAATGCTTACCCTTCGCCCCACCCGTGAACAATNATCGGATACGGGTCGACCTNGAGGGNGGGGCCCGGGTACCCAGC
BLASTX em 18.02.2008 — identidade com parte de endopeptidase tipo cisteina de Cryptococcus neoformans e
proteina hipotética de Coprinopsis cinerea

R68: 817 pb
GCTGGTACCCGGGCCCCCCCTCNAGGTCNACGGTATCGATAANCTTAGACTGTTGACTGGTGTGATCGCGTGAGACAAC
TAGATCAGATTTTTCGGTTTGCTGTTAAAAGGCATCAGGCTTAGCAGGACTCTAAGAGTAAATATAAGTACGTGCATCTGTA
CTAGTACAGCTATCTACAAGTCCAAAGGTTACGGTACGTATCTCCCGTATGATTGCATAGATGGCTCGATACTTGGGCTCG
GATCAACAGTGTGATGGAATACATATATCTATGGGAAGGTAGAAAGGTGTCACGACCGGGCCAGAGGACAGTAGAGGGAT
ATAGTAGCTGTAGTACGCAGCGCTGGGGTGCCGCCCAAGGCCGCGCTAGCGAGCGAGCTCGGGTGGGCGCCCATTCC
CGGTTGTGTGTGCACGTTTAATAAATAATGGCCAATGTACTATACCTATGCTANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
TGTACATTTCCACACTTTTGTGACTGACCAGTACAATGCACCATACAATTTGTCAAGTTTCCGCATTCAATAAGCGCACAAG
AATAAAAATTGAAGCACAAGTGATTGATTTAAATTTTGGTGCTGGTGTCGTCATAGTTATTTGCAAAAACGGTTTTTGCTAGG
GAGTGCTTAGGAGCGGCATAGTGCACTGCCCTGGTTCGGGAGCCCACTGGTATTGACTCCTGTTTGGGATTAGATGTCA
GCTAACTAATTGTCCAATCGGGGCTTCCAAAGCTTGATATTCGGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGT

BLASTX em 18.02.2008 — nenhuma identidade

R78: 954 pb
ACAGGTACGTATTTTTCTTACATGGCGTGATAATTCCTCCAATNCACATGCTCCTAGGCGAGTACAAAGGGTGGAACGTTC
TCGAGGCATTTGCAGACNAGAGTNACCGTCGTTGGCGCGAACGCAATATGGCACCTGACCTCGACGTATTACAAAATCCG
GTAATTACTTCCCATAATGTATCGCTTGTCGGCCCGGGAGTCGGAACTGGCTCAGGTGTCGAAGTTCCCATCCCGGTCAT
GGGTGGACCCAGCGTTCCGAATACGCCTACAAAGTCCAGACTGGCTCCCATGCCTCCTATCGCGCGAAACCCGGACCCA
CCAAGTATGGGCAAACTCGACCAACCCATCCCACCCACCATTCAAGTCACTCGCGCCTCGATGGCCCAGCCTCTTCTACT
CCCTACGCAATCCGATATCATCCCGGACACATCAGAGCGCGACGACCTTGAATCAGGTACGAATGCGCGTGAAGTTGTGC
CACTCCGGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTGTAGAGGCTTGTGTCTGAGGACGATTTTCTT
CTTTTAACTCGAGATGCGTACGCTCTGTTCGGTTTGTGCACACTATGAAAGATTGTAGTTAGTTATTTAATGATTCCCATTGT
GTCTGCCCATCAATACCTCTTTTCACGTGACCTGGGGGGCTCCTTGGGCAACGCTAACGATTTGGGGCTTTTGCGTTTTG
TTTGGGTAACTTAAACTCTCTAGGTCTCTTTGCAGAGGCTTACTTTCGATTGCTTTGTTCCCTGGCTATAAGAAGACCTCAT
ACGTGCCGGTACTTCGCGCCACTGCTCAGCCAAAGCGACTTTCCCTCAGAGCATACAACNTGGGCACACTCCTCTATGC
AGACGCGGTCTTCACATACCAAACTACTTAAATGGTCTTTATCATCAATTAACCAGC

BLASTX em 18.02.2008 — identidade com parte de proteina relacionada a biossintese de beta-1,3 glucana de
Cryptococcus neoformans e proteina hipotética de Coprinopsis cinerea e Laccaria bicolor
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R111: 1023 pb
GCTTCCATCCAATACGGCGCTCGCCTCGCTTTCGGTTATGCCCAAACCGACCAGGACAACCTTGTCGACTCCGCCGCCT
GGGTTGAAGTTCAGGTAAATTTAAAAATTTAAATTAAATTAATCGCCCTTTGGGTACTCATAGCTTGGACAGAGCGGTGATAT
TAGCAGCATCAGCGGCGGCGCTGGTCAAAAGCGATTCGGCGAGAACAGCAAGGGTAGCGGTACCAAGCTTGAAACGGT
AGAGACATACGACACGATACTTTCCGTCCTGATCTTGTTTGGGTAGGTAAAGTGGGACGGTAAAGACAAATACGTCCTGG
AATGTATTAGTAAGTCGCCGGCACCAATCTTCGGTGTATGCCCAGTCTATGTTGGATGAGTGCCGGATTCTTTATGTTAATA
TGCATAAAGGGACATACAGTGCTGATTAAACCCTCTGCCTACTTGAGGTGCGATGTTAGATAAAAGGAATGTCTCATCCATT
GCCTCCTATAGAATANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGCATGTTTCCTTGACGCGACTCCTGCT
GCGATTCCAGCACCCAATGCCGCACCAACCGAGAAGACAGCAATATGGGCAATCGCTGAAGACGGCATCGTTAATTGAG
AAGAGAACAAAGCTGCCGTGGTGAGCGCCAGACAAGAGATATATAATAGGTAACTATATGATGATCAGGATAAACAGATCTT
TGATTACGCGACGAATCACGTGCGTGCCGGATGGATGGACGAGCGCATATGACGATTGCTTGTCGCCTACTATTCCCCAG
CTAAATTTGCTAGCTATTCAACTCAGGCACCCCTTCCGGTCCCATTAAATACGATACAAATATTTTAAAATGGTTACTGCTGC
TGACTTGGGAATAGTTGAAGCGGCGCATGCGGCAGACTCGGAATATGTCCTCCGACAATACAGCACAAGAGGTTAGTACC
AAATNTNATATTTACNAGCATAAAGCGTTGATATCGGAATT

BLASTX 18.02.2008 - identidade com parte de nuclease de Cryptococcus neoformans e proteina hipotética de
Laccaria bicolor e Coprinopsis cinerea

R116: 919 pb
GCTTTATTTACTCTTTTCACAGATCCAGAGGTTGTGCGTCGCTGGGCGCTCCTCAAGGGAGTGTCAGTCTCCAAGACATA
TGATCAAAACAAGGTTCTTAAATGCTTGAAAAAACACATCCAAACGGTATAAGCTGTGCCATTGGAACTCTGTAATACTTCG
GCGGATTCAAAATACGTACTTTATATTCTTGATAAGTTGCCTCGCGTTCTCGATAAACTATCTTTTATCAGTATAAATGCTCTC
CACGTGATCCAGTTGGCATGGGTCATAAATAGTAAGCTCAGGGGATCGTACAACCACGCCCAACAGAATGTACGCTGGAA
GCACGAAGCAGTCGGAACCCCCCTTGAGCTCTGTAGATGAGCGATCCAGTCACAAAAGATGCTTACATACGATTATCATTG
GAGTGCTATTCGTCACTCCCGTAGCACTATATCAGTTCGCTGGCTCATTGTCAGGTTATCTATACGACGTATCTGGTTCTCG
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCGCTACCTGCAATAGGTGAGAAGGGTTATCTTGACGTTAGTAT
CGAGGTAGCCACACCTGGTGGGCACTCTAGCGTACCGCCAGCGCATACAGTGAGTACCCAGCACCACGATTCAAGCAAA
TTTCTATGCCAACCTGAAATTGTGTAGACCATTGGTATACTTGCATCACTCATAACCAAGATCGAATCTACACCTTATGTGCC
ATCACTCGCGCGATCTTCTCCTGTCTACGGTCTCCTTCAGTGTTTTGCCGCCCGTGTCCCGTCTATCCCATCTTCCGTCC
GCTCTTCTATTTTCAGGTCTATTTGCCCTGCCGAAGCTTGATATCGGAATTCCNNCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTNNNN
AGCGGCCGCCACC

BLASTX 18.02.2008 - identidade com proteina hipotética de Laccaria bicolor, Coprinopsis cinerea, Pichia
guilliermondii e Phaeosphaeria nodorum

R148: 869 pb
GAATCCGATATCAAGCTTATTTCTCGGGTGAAAGGACGACTTCTGCCGTATTTCTGGAGTCGGTCTACGGCTATGAGCTCA
AGTCAGCTCAAGATCCATTTTTCACTAATATCTCGAAAATGAATGCGATCCTATCGCACGCATCACTCCCTACAGGTAGGTA
TTTATCTATCCATTAGGTTAGCACTGTATCTTACCGTGCCTTTCAGCCTTTCTGGTGAATGCGTTTCCATGGATGGAGAACA
TTCCTGACTGGGTACCGGGAACTGGATGGAAGCAAAAGGCTTACGAGTGGCGGGATCAGAAGGACCGGGCTATGGGTG
ATCCGTACAATTGGGCCAAACAACGCATAGTAAGTCGGATAACGGACGGGGTATAGTAATGGCATTAACAGCATGGCCCTG
TAGGTCAGCGGTGCCGACGACTGCTCGATTGTCTCTCTAACCTACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNGAGAACAGCTCGATTGCGTAAGTTATAATGCATCCATTACTGTTNTACATAATTGATAATGAGGTTTGTTCAGCTGT
CCGGTGCCATTCAAGGTTAGGATCAGTCCCAGGTCGGAGCAGCATGCCGAGTTGATAGGTACTGCTATGTAAAAGAGAAC
ATTATTCGTTTTCGTTCCTAGATTTACTTGTTATTCTTTTCAACTTGATTATTTTCATAGGCAAATTTATGCAATTACATGCTCTT
CGTTTCGTCCTTGAAACGTTGAAATTCTCCAAACAATTTGACATGCATTCATTCGTCTGTGACATACCGACAGTGGGGGCT
GATGAGCACGAAAAAGACTTGCTAACACCGCTCATAAATAAGC

BLASTX 18.02.2008 - identidade com proteina hipotética de Laccaria bicolor e Coprinopsis cinerea
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Anexo 2. Analise descritiva da variagao molecular de seis marcadores nucleares em amostras de isolados de
Rhizoctonia solani AG-1 |A.

freqiiéncia Posicdo do polimorfismo ao longo da seqiiéncia de DNA

marcador ngld.e -~ 4 9 10 Q O - o A isolados compartilhando o haplétipo®
haplotipos haplétipe® @ @ © N~ © e - 8 3
R44L H1 1 T CTGTAATT G SJ13R44a
H2 1 CcC CTGTAGTTG SJ36R44b
H3 1 C T CATGGT CTG 3F6R44b
SJ16R44b, SU34R44b, SJ40R44b, SJ47R44b,
H4 5 C TCGTAGTTG SJ53R44b
H5 3 C T CGTAGTTCGCOG SJ19R44b, SJ28R44b, SJ31R44b
H6 1 C T CATAGT CTG 9F1R44b
H7 1 C TCATAGTTG 3F6R44a
H8 1 C TCATAGTTA 4F1R44a
H9 1 C TCATGGTTG 9F1R44a
H10 1 C T CATGGT CTA 4F1R44b
H11 1 T T CATAGTT G SJ36R44a
H12 1 T CTATAGTCG SJ16R44a
SJ28R44a, SU31R44a, SJ34R44a, SJ40R44a,
H13 5 T CTATAGTT A SJ53R444
H14 2 T CTATAGTT G SJ19R44a, SJ47R44a
H15 1 T CTGCAGTTA SJ93R44b
H16 3 T CTGTAGTTG SJ129R44, SJ15R44, SJ13R44b
H17 1 T CTGTAGT CG SJ93R44a
= 30
n P © o N ¥ N ¥ 1 ©
o 22283 83 &8
R61R H1 2 AT A ACAGGC G 3F1R61R, 3F6R61R
H2 1 G TAACAGGTCG SJ15R61Ra
SJ93R61R, SJ129R61Rb, SJ40R61R, SJ36R61Ra,
H3 5 G T AGOCAGTGZCG SJ34R61R
H4 1 G T AGO CGGGCG SJ129R61Ra
H5 3 G T AGO CAAGT COG SJ13R61Rb, SJ47R61R, SU53R61R
H6 1 G TAATAGT CGA 9F1R61Rb
H7 4 G TAACGGGT CG SJ15R61Rb, SU28R61R, SU31R61R, SU36R61Rb
H8 1 G T AACGAGT COG SJ13R61Ra
H9 2 G T AACGGT GCGA SJ16R61R, SJ19R61R
H10 1 A CGACAGTCGA 9F1R61Ra
= 21

(V)1
3



© de freqiéncia Posicdo do polimorfismo ao longo da segliéncia de DNA
. . Zai b
marcador haplétipos napl6tioo? L @ g} @ g 1'0\: @ g (% (% E % isolados compartilhando o haplétipo
R68L H1 1 G T TACGACGTGGT A G 3F1ResLb
H2 1 T T T A CGACGTC AT A G 3F6R68Lb
H3 1 T T CCTAGTATGG T A A 3F6R68La
SJ93R68L, SJ129R68L, SU31R68L, SJ28R68L,
H4 6 T T CACAACGTGGTA A SJ16R68L. SJ13R68L
H5 1 T T C A CAGUCGU CGGT A A 4F1Re8La
H6 1 T T C A CAACGTGGT A A SJI9ResL
H7 1 T T T A TAGTATGAT G A 3FiR68La
H8 1 T T T ATAGU CGTGGT A A 9FiR68La
H9 1 G GTACGACATGGC A A 4F1Re8Lb
SJ34R68L, SJ36R68L, SJ40R68L, SJ44R68L,
H10 6 G GTCTGGT CACT CATCAA SJ47R68L. SJ53R68L
H11 1 G GTACAACACGATC A A 9F1Re8Lb
= 21
8T 95 3B8RS8uAIES
R116L H1 1 A G A G CUC CAGA AT CT GCA ARG 3F1R116a
H2 1 G CAACCAGACTASG SJ36R116
H3 4 ACAACCAGACTAGZG SJ53R116, SJ47R116, SUJ44R116, SJ40R116
H4 1 ACTACOCC CAGACTAGZG SJ129R116b
H5 1 ACAGC CUCOCAGACTAGZG SJ93R116b
H6 4 ACAGACTTA AT GCT CTGA SJ16R116, SJ19R116, SU28R116, SU31R116
H7 1 ACAGO CUC CAGATCT CA ARG 3F6R116
H8 1 ACAAACAGACTASGZG SJ93R116a
H9 1 AACAAATAGTT CTAG SJ129R116a
H10 1 AAG A ACCAGACTASGZG SJ34R116
H11 1 AAG A GACTTATC CT CTGA 4F1R116
H12 1 AAG A G COCAGATT CA ARG 3F1R116b
N = 18
R a&aR 8388 8
~— — +«~ N AN AN AN A
R148L H1 1 C T GTAAAT SJ13.R148La
H2 1 G G GTAGGC SJ93.R148Lb
H3 1 C T CTAGA AT SJ36.R148L
H4 1 C T GGTGGC SJ129.R148Lb
H5 3 C T GTAGA AT SJ13.R148Lb, SJ93.R148La, SJ129.R148La
7
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n® de freqéncia Posigao do polimorfismo ao longo da seqiiéncia de DNA
marcador haplétipos 0 - isolados compartilhando o haplétipo®
haplétipo® ©
SJ36.R148R, SJ53.R148R, SJ16.R148R,
R148R H1 6 T SJ19.R148R, SJ28.R148R, SJ31.R148R
Ho 5 c 3F1.R148R, 3F6.R148R, 4F1.R148R, 9F1.R148R,
SJ15.R148R
N = 11

% Incluindo uma sequiéncia para isolados homocariéticos e duas seqiiéncias para cada isolado heterocaridtico, como resultado da separacdo de bases
ambiguas por clonagem de produto amplificado por PCR, com o respectivo marcador

® |solados heterocaridticos representados por duas seqiiéncias identificadas por a e b, representando alelos distintos
N = numero de seqiiéncias analisadas
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